TERAPEUTICA. EL EMPLEO RACIONAL DE...

la terapia génica

En el presente trabajo se pone

de manifiesto la importancia y
trascendencia de la terapia ligada al
ADN, todo el numero y variedad de
enfermedades de naturaleza génica
que pueden ser tratadas mediante una
adecuada insercién de fragmentos
génicos en secuencias irregulares.

No obstante, las limitaciones de estas
técnicas de ingenieria genética son
evidentes, debido principalmente a la
necesidad de encontrar vehiculos
adecuados de insercion gendmica y
proliferacion replicativa; principalmente
los virus exentos de cargas patégenas
son los mas utilizados.

El reto es importante y en este sentido
radica el futuro de la terapia innovadora
y revolucionaria que marcara
indudablemente el siglo xxi.
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Aunque la terapia génica estd todavia en sus albores, la
curacién de las enfermedades genéticas por medio de
técnicas de ADN recombinante ha despertado un gran
interés. Asi, a partir de 1998 se han aprobado mds de
200 protocolos para ensayos experimentales, en los que
estan inscritos mas de 2.000 pacientes.

Terapia de células somaticas

Este tipo de terapia consiste en alterar genes para tratar
un trastorno especifico. Las células se pueden extraer y
manipular fuera del cuerpo (terapia ex vivo), o bien tra-
tarlas mientras estdn dentro de él (terapia in vivo).
Algunos tipos de células son més susceptibles a la tera-
pia génica. Las mds adecuadas han de tener una larga
duracién en el organismo. En algunos sistemas se pre-
fieren las células en proliferacion, ya que el vector por-
tador del gen puede integrarse en el ADN de la célula
durante la replicacion.

Las células de la médula 6sea son las mds adecuadas
para la terapia somadtica, pero son dificiles de manipular
y de aislar. Por ello se han investigado otros tipos de
células diana, como son los fibroblastos de la piel, las
células del endotelio vascular, los hepatocitos y los lin-
focitos. El inconveniente de estos tipos de células es
que su ciclo vital es relativamente corto. Por consi-
guiente, la terapia que las utiliza requiere tratamientos
repetidos de células modificadas genéticamente.

Terapia de sustitucion génica

Este tipo de terapia implica reemplazar el producto de
un gen ausente mediante la insercién de un gen normal.
Esta insercién suministrard el producto ausente. De esta
manera, muchos trastornos producidos por una defi-
ciencia enzimadtica se pueden corregir, por lo que una
estrategia de terapia génica medianamente eficaz puede
proporcionar importantes beneficios para la salud.
Existen numerosas técnicas para introducir genes en las
células como son la fusién celular, coprecipitacién con
fosfato célcico, microinyeccion, electroporacion, fusién
de liposomas e introduccién directa del ADN. De todas
ellas, los virus son los vectores que han recibido la ma-
xima atencion, ya que han desarrollado métodos inteli-
gentes para introducir sus genes en las células.
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Vectores retrovirales

Los retrovirus son capaces de insertar copias de sus ge-
nomas en las células del huésped después de realizar la
transcripcion inversa de su ARN virico a ADN. Se inte-
gran en el ADN del huésped con un alto grado de efica-
cia. Para ello, deben ser modificados para evitar su re-
plicacién en el huésped, lo cual se realiza utilizando
técnicas de ADN recombinante para producir la dele-
cién de la mayor parte del genoma retroviral, reempla-
zéndolo por una copia normal de un gen humano, de
sus elementos reguladores y de una sefial de poliadeni-
lacién. De esta manera los retrovirus pueden aceptar in-
serciones de hasta 8b, y se propagan en células colabo-
radoras, que compensan su falta de replicacién. Esto
permite producir copias mdltiples. Las particulas que
contienen retrovirus pueden incubarse luego con las cé-
lulas somaéticas del paciente.

El retrovirus modificado inserta el gen humano normal
en el ADN de la célula del huésped y este gen codificard
un producto en las células del paciente. Este sistema se
ha utilizado para tratar algunas enfermedades como por
ejemplo la deficiencia de adenosina desaminasa. Pero los
retrovirus presentan también una serie de desventajas:

1. Por una parte pueden situarse cerca de un protoonco-
gén y activarlo, causando la formacién de un tumor,
pero hasta el momento no se ha observado ningtin caso.
2. La mayoria de los retrovirus penetran en la célula tras
la lisis de su membrana durante la division celular, por lo
que sélo pueden infectar células en division y serfan ine-
ficaces en células que no se encuentran en este estado.

Vectores adenoviricos

El adenovirus puede aceptar una insercién de 30 kb. De-
bido a su capacidad para invadir células, se estd utilizan-
do en ensayos en los que se usa el gen regulador de la
conductancia transmembrana de la fibrosis quistica
(CFRT) normal, mediante aerosol en células epiteliales.
Este tratamiento permite alterar la actividad del canal
para el ion cloruro en pacientes con fibrosis quistica.

El adenovirus no se integra en el genoma de la células
del huésped con lo que no activara el protooncogén,
pero esta falta de integracion es también una desventaja
ya que los adenovirus son eliminados del niicleo. Como
consecuencia se produce una expresion genética pasaje-
ray la necesidad de reintroducir el vector.

Se ha observado en ensayos clinicos que los adenovirus
suelen inducir respuestas inflamatorias en los pacientes.
Este fendmeno se ve acentuado con la introduccién re-
petida de los mismos.

Otros vectores viricos

Los virus adenoasociados, un tipo de parvovirus, tienen
la ventaja de presentar una ausencia de asociacién cono-
cida y ligada a enfermedades humanas, asi como una in-
tegracion estable en el ADN. Sin embargo estos vectores
pueden aceptar una insercién de ADN de tan sélo 5 kb.
Aunque en general la terapia viral supone un reto im-
portante, existe una serie de obstdculos: expresion ge-
nética pasajera y de bajo nivel; dificultades para alcan-
zar el tejido diana, y necesidad de regular con precision
la actividad génica. Esto no es un problema en algunas
enfermedades. Sin embargo, es fundamental en enfer-
medades como la talasemia. Es dificil alcanzar la preci-
sién utilizando la terapia génica viral.

En la actualidad, estdn en estudio tipos especificos de
retrovirus capaces de infectar células que no se dividen.

Vectores no viricos

Uno de los més estudiados son los liposomas, un cuerpo
graso que acepta grandes cantidades de ADN. Estos se fu-
sionan con las células, permitiendo que el inserto de ADN
penetre en las mismas. Como carecen de péptidos, no de-
sencadenan reacciones inmunitarias. Su principal desven-
taja es que no son eficaces en la transferencia de virus.
También es posible insertar directamente ADN en las
células sin necesidad de utilizar ningtn vector. Asimis-
mo, se esta utilizando ADN desnudo como vacuna, que
codificard una proteina frente a la que el organismo
producird una respuesta inmunitaria (tabla 1).

TABLA 1
Vectores utilizados en terapia génica

VECTOR VENTAJAS

INCONVENIENTES

Virus adenoasociados No requieren células en divisién

Integracion especifica

Alta eficiencia de transduccion

No hay riesgo de infeccién

Adenovirus Bajo riesgo de mutagénesis por insercion
Alta eficiencia de transduccién
Pueden infectar una amplia gama de células
No requieren células en division

Retrovirus Integracion en el cromosoma huésped

Vectores fisicoquimicos  No existe limitacion en el tamaio del gen a introducir ~ Limitaciones en el tipo de células aplicables

Limite en el tamafio del gen a introducir
Mutagénesis por insercién
Inmunogenicidad

Efecto citohepatico

Mutagénesis por insercién
Limitacién del tamafio del gen a introducir
Requiere células en division

Expresion no estable
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Terapia con bloqueadores de genes

Este método se utiliza para corregir las mutaciones ne-
gativas dominantes como por ejemplo la enfermedad de
Huntington y el sindrome de Marfan.

Aunque no estdn tan bien desarrollados como los méto-
dos de terapia de sustitucion génica, los métodos de
bloqueo génico estin en desarrollo y son prometedores.

Terapia antisentido

Consiste en crear mediante ingenieria genética un oli-
gonucledtido con una secuencia de ADN complementa-
ria a la secuencia de ARNm producida por una muta-
cion. Este oligonucledtido se une al ARNm anormal,
evitando su traduccién en una proteina nociva.

Terapia con ribozima

Las ribozimas son moléculas de ARN, capaces de es-
cindir el ARNm. Estas pueden ser manipuladas para
que escindan secuencias de ARNm especificas que
contienen una mutacién no deseada, destruyéndola an-
tes de su traduccion a proteinas.

Terapia génica para enfermedades no hereditarias
Alrededor de dos tercios de los protocolos de terapia
génica se refieren a canceres no hereditarios. Por ejem-
plo, el gen supresor p53, que se ha perdido en aproxi-
madamente la mitad de los canceres, es insertado en tu-
mores pulmonares para detener la progresion tumoral.
Algunos tumores escapan a la deteccion del sistema in-
munitario, eliminando las moléculas del HLA de clase
I. Liposomas con ADN que codifican moléculas de
HLA se pueden introducir en el interior de las células
de melanoma maligno, produciéndose la expresion de
la molécula de HLA en la superficie de las células y la
consiguiente destruccién por parte de las células T cito-
toxicas. Ello ha llevado en algunos casos a la desapari-
cién del melanoma.

Diversos enfoques de terapia génica se estan orientando
al virus de la inmunodeficiencia humana. La mayoria
de éstos van dirigidos a detener la replicacién del virus.

Terapia de linea germinal

Consiste en una alteracion de todas las células del cuer-
po, incluidas las que originan los gametos. Por tanto,
afecta tanto al paciente como a todos sus descendientes.
Este tipo de terapia presenta problemas. En primer lu-
gar los embriones inyectados suelen morir, y algunos
desarrollan tumores y malformaciones. En segundo lu-
gar, lo habitual es que la mitad de los embriones sean
normales. Por ultimo, existen cuestiones éticas asocia-
das con la alteracién de los genes del ser humano. De
ahi que la terapia de linea germinal humana no pueda
llegar a ser ttil o deseable.

Aplicacion de la terapia génica en humanos

Estén siendo objeto de investigacion enfermedades como
las talasemias caracterizadas por una deficiente sintesis
de las cadenas de hemoglobina. Existen estudios para co-
rregir la betatalasemia que se basan en transferir ex vivo
el gen de la betaglobina humana a células medulares pre-
cursoras de eritrocitos, de forma que las células maduras
serdn capaces de sintetizar la hemoglobina normal.
También se estdn realizando estudios de insercién de
los factores VIII y IX de la coagulacién, cuya ausencia
es responsable de las hemofilias a y b. La insercién de
estos genes se ha conseguido en el dmbito experimental
en los hepatocitos y en los fibroblastos.

La hipercolesterolemia familiar, una de las enfermeda-
des hereditarias mas comunes, es debida a mutaciones
en el receptor de la lipoproteina de baja densidad (LDL
R). El empleo ex vivo de vectores retrovirales que con-
tienen el gen humano para el LDLR en cultivos de he-
patocitos permite obtener lineas celulares capaces de
degradar las LDL.

La fibrosis quistica es una de las afecciones hereditarias
en la que se tiene mds esperanzas. El gen responsable
de la misma se denomina CFTR. Se ha demostrado que
las células provenientes de pacientes que no presentan
el gen y a las cuales se les ha transferido son compara-
bles en sus respuestas a las traqueales normales. Por
tanto, parece ser que la terapia génica para la fibrosis
quistica, usando vectores retrovirales sobre el epitelio
pulmonar mediante aerosoles, es posible.

Existen también otras investigaciones de terapia génica
para enfermedades como el enfisema hereditario, la dis-
trofia muscular de Duchenne y la enfermedad de Gau-
cher.

Dentro del campo de la terapia génica, se puede consi-
derar el cancer como el drea mds importante y de mas
expansién. Su tratamiento se debe a una mejora de la
capacidad global y a la rapidez del diagnéstico molecu-
lar. Las estrategias terapéuticas génicas se pueden clasi-
ficar en: insercién de genes oncosupresores (como el
p53); bloqueo de la sobreexpresion de oncogenes
(como el K-Ras); insercién de genes suicidas; insercion
de genes inmunoestimulantes; vacunas e insercién de
marcadores inmunolégicos en las células tumorales
para obtener una reaccién inmunoldgica.

Por otra parte, la terapia génica del sida se basa en: in-
munizacion; inhibicién mediada por interferén; interfe-
rencia con proteinas virales; destruccién de las células
infectadas; modificacién del receptor viral CD4, y blo-
queo de los ARNm virales (tabla 2).

Conclusiones

Los vectores virales ofrecen una transferencia eficaz de
genes a las células somadticas, pero presentan inconve-
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TABLA 2
Enfermedades tratadas con terapia génica

ENFERMEDAD

PRODUCTO DEL GEN DEFECTUOSO

CELULAS A MODIFICAR

Fibrosis quistica
Hemofilia A
Hemofilia B
Enfisema hereditario
Distrofia muscular de Duchenne
Hipercolesterolemia familiar
Talasemias
Inmunodeficiencia combinada
Enfermedad de Gaucher (trastorno

del almacenamiento en los lisosomas)

«-1 antitripsina

Glucocerebrosidasa

Cancer de pulmén p53 normal
Cancer ovdrico Timidina cinasa
Melanoma maligno Gen HBA-B7

Producto del gen CFTR
Factor VIII de la coagulacién
Factor IX de la coagulacién

Distrofina (componente del misculo) Mioblastos
Receptor de las LDL del higado
-globina de la hemoglobina
Adenosin desaminasa (ADA)

Células del pulmén

Células de higado o fibroblastos
Células de higado o fibroblastos
Células del pulmén o del higado

Células del higado

Células de la médula 6sea

Células de médula 6sea o linfocitos T circulantes
Macroéfagos

Células pulmonares
Células cancerosas ovaricas
células tumorales de melanoma

nientes como la escasa expresion del producto génico,
el tamano reducido de la insercién gendmica, la genera-
cioén de respuestas inmunitarias y, en algunos vectores,
la baja capacidad para invadir células que no se divi-
den, asi como el alto potencial de oncogénesis.

La utilizacién de terapia génica no viral, que incluye li-
posomas, cromosomas humanos artificiales y ADN des-
nudo, presenta algunas ventajas con respecto a los vec-
tores virales, pero carece en cambio de la eficacia para
la transferencia genética que presentan estos dltimos.
Los métodos bloqueadores de genes, que incluyen el
uso de moléculas antisentido y de ribozimas que escin-
den el ARN, se pueden utilizar para contrarrestar los
efectos de las mutaciones.

Aunque la terapia génica es un drea de investigacion
bastante activa, necesita ain de mucha experimenta-
cién. Tampoco estd muy claro que la terapia génica lle-
gue a proporcionar alguna vez un tratamiento o una cu-
racién segura a un costo razonable.

A pesar de todo esto, estd demostrando grandes pers-
pectivas para tratar enfermedades no hereditarias. El
potencial de investigacion es considerable, y el progre-
so actual demuestra que puede ser un tratamiento eficaz
para algunas enfermedades.

El conocimiento del genoma humano realizado recien-
temente facilitard la aplicacién de la terapia génica en
un futuro. La sociedad tiene una gran esperanza en esta

terapia, pero los cientificos no deben prometer mas de
lo que verdaderamente se puede alcanzar. Para conse-
guir el éxito, las distintas ramas de la biologia deben
trabajar juntas. Asi por un lado los genetistas deben in-
vestigar los genes implicados en las distintas enferme-
dades, los bidlogos moleculares deben desarrollar vec-
tores mas seguros y eficaces, los inmunélogos deben
estudiar la prevencién de las respuestas inmunitarias, y
finalmente los clinicos deben aplicar correctamente
todo lo anterior, siempre con la ayuda del profesional
del medicamento, el farmacéutico, que de esta forma
esta llamado a crear nuevos farmacos, basados en la
biologia molecular, que necesitaran de unos vehiculos
adecuados y de formas galénicas diferentes a los actua-
les y que, como decia Ehrlich, actian como auténticas
«balas» que llegan especificamente a los receptores re-
queridos.
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