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a terapia génica nace como consecuencia

natural del enorme progreso que en los ultimos
25 anos se ha experimentado en areas como la
biologia molecular (en especial lo que se conoce
como técnicas del DNA recombinante), la biologia
celular y la virologia. La posibilidad de tratar las
enfermedades tanto en su raiz etiolégica como de
forma sintomatica, empleando la transferencia de
acidos nucleicos, constituye la mayor esperanza
de la medicina del siglo XXI. Sin embargo, este
concepto teérico universalmente aceptado y que
levant6 enormes expectativas hace 10 anos, no ha
producido hasta ahora mas que escepticismo en el
mejor de los casos, decepcién la mayoria de las
veces y recientemente cierta alarma social. ¢Es
justa esta evolucién de la vision acerca de la tera-
pia génica? ¢Estaba bien fundada la esperanza
inicialmente despertada o hemos de creer a sus
criticos y pasar pagina, abandonar este area de
investigacion y buscar otras alternativas?

Un simil histérico

ace ya dos siglos, a finales del XIX, los her-

manos Wright sentaron (tras los disefios
revolucionarios de Leonardo da Vinci y el desarro-
llo de los globos aerostaticos) las bases de la
aeronautica moderna con sus primeros modelos
de aeroplano. Aunque sus intentos iniciales no
puedan considerarse un éxito de acuerdo con los
estandares actuales (apenas un centenar de
metros de recorrido), si sirvieron para demostrar
que esas maquinas podian volar. Buena parte de
lo que sucedi6 después lo conocemos gracias a
divertidos documentales de los inicios del cine:
maquinas voladoras de todos los tipos y tamanos,
que en su mayoria constituyeron estrepitosos fra-
casos. Afortunadamente, los arriesgados pioneros
de los comienzos de la aviacién no se dejaron des-
moralizar (dejando su vida en el empeno alguno de
ellos), perseveraron y junto con la ayuda de inge-
nieros y mecanicos y otras gentes que trabajaban
en areas no relacionadas en un principio con la
aeronautica, llevaron a la aviacion a ser la reali-
dad que ha llegado a nuestros dias. ¢Qué relacion

tienen los inicios de la aviacion con el tema que
nos ocupa? Creo que es evidente. Actualmente
nadie discute que la idea en la que se basa la tera-
pia génica esta bien fundamentada y afortunada-
mente hemos pasado ya la fase inicial de los her-
manos Wright y se ha demostrado la prueba de
concepto de que la transferencia genética con
efecto biolégico in vivo (volar) es posible. Aceptado
este punto, la identificacién y el reconocimiento de
las limitaciones y deficiencias de lo realizado hasta
ahora (tanto desde el punto de vista de la eficacia
como de la seguridad), deben constituir la base
sobre la que continuar invirtiendo tiempo, esfuer-
zo, dinero e imaginacion para desarrollar el enor-
me potencial de la terapia génica en el tratamien-
to de los enfermos y sus enfermedades.

Situacion actual de la terapia génica

i hace solo unos meses hubiésemos tenido que

hacer un balance global de los resultados
obtenidos diez annos después de la primera aplica-
cion clinica de la terapia génica, la palabra que
mejor podria describir la sensacion general hubie-
se sido decepcion. Ni siquiera los prometedores
resultados de la inyeccion intratisular de un plas-
mido que produce VEGF (vascular endothelial
growth factor) e induce neovascularizacion y mejo-
ra los sintomas de pacientes con enfermedad
croncia vascular o isquemia miocardica eran sufi-
cientes para mejorar esa impresion. Sin embargo,
los recientes resultados en dos ensayos clinicos en
pacientes con hemofilia B, e inmunodeficiencia
grave combinada pueden hacer cambiar pronto
esa negativa percepcion hacia el optimismo. En el
primero de estos estudios, se ha inyectado en el
musculo de pacientes con hemofilia B, un virus
adeno-asociado portador del factor IX de la coagu-
lacién, no detectandose toxicidad alguna, al tiem-
po que se ha observado un pequeno aunque signi-
ficativo efecto biologico. En el segundo, mas
reciente, se ha demostrado la eficacia de un retro-
virus para transducir células madre (stem cells)
hematopoyéticas y corregir el defecto responsable
de un tipo de inmunodeficiencia grave combinada
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(el déficit de la cadena y-c del receptor de varias
citoquinas) en dos ninos con esta enfermedad.
Estos ensayos demuestran claramente la versati-
lidad de la terapia génica, capaz de corregir enfer-
medades de causa bien distinta (congénitas dos de
ellas, adquirida la tercera) con vectores también
distintos (virales y no virales).

Sin embargo, hace s6lo unos meses el panora-
ma era como digo bien distinto. Desde que se tra-
taron los primeros pacientes en 1990 con inmu-
nodeficiencia grave combinada por déficit de ADA
(adenosina deaminasa) hasta la fecha, el numero
de ensayos clinicos, pacientes enrolados y pato-
logias tratadas ha crecido de manera continua
hasta situarse a finales del afio pasado en cerca
de 400 ensayos con mas de 4000 pacientes trata-
dos en todo el mundo. Si en un principio, la tera-
pia génica fue concebida fundamentalmente para
el tratamiento de enfermedades congénitas
monogénicas, su elevado numero y el escaso
numero de pacientes potenciales en cada una de
ellas (y por tanto también su escaso interés econo-
mico) hizo que pronto estas patologias fueran
superadas por el tratamiento del cancer y el SIDA.
En este sentido, el cancer supone algo mas del
60% de los ensayos y el 70% de los pacientes,
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seguido por las enfermedades genéticas monogé-
nicas, con un 13.5% y 9%, y por el SIDA, con un
8% y un 12.6% respectivamente. Hacer un resu-
men de lo que han aportado estos ensayos hasta
ahora es complicado: la mayor parte incluyen un
pequeno numero de pacientes y han buscado fun-
damentalmente establecer la seguridad de las
estrategias estudiadas, como corresponde a ensa-
yos en fase I o fase I/II. Ademas, bajo el epigrafe
de cancer o de enfermedades monogénicas se
engloban una gran variedad de patologias en las
que se han utilizado distintos genes en distintos
vectores; por otra parte los datos de los que se dis-
pone no son del todo fiables ya que con demasia-
da frecuencia se han limitado a datos parciales
presentados en reuniones cientificas o en ruedas
de prensa marcadas por el objetivo comercial, en
lugar de detallados informes aparecidos en publi-
caciones sometidas a la mirada critica de revisores
entendidos en el tema. Este tipo de problemas lle-
varon en 1995 al entonces director del Instituto
Nacional de la Salud de Estados Unidos (NIH),
Harold Varmus, a encargar a un comité de exper-
tos la redaccion de un informe donde se estable-
ciese el estado actual de la terapia génica, asi
como que se indicasen recomendaciones sobre la
actitud a tomar desde esa instituciéon. Las conclu-
siones fundamentales fueron las de que la idea
sobre la que se basa la terapia génica (la transfe-
rencia de material genético con fines terapéuticos)
estaba perfectamente fundamentada y su utilidad
y potencial eficacia demostradas, pero que la
forma en que se habian hecho las cosas hasta
entonces dejaba mucho que desear. Sus principa-
les recomendaciones eran las de poner mas énfa-
sis en la investigacion basica sobre las distintas
enfermedades para identificar las dianas terapéu-
ticas mas adecuadas, desarrollar vectores de
transferencia génica mas eficaces y mejorar la
investigacion preclinica en modelos animales rele-
vantes desde el punto de vista de la eficacia y la
toxicidad de las estrategias ensayada. Se criticaba
ademas la carrera en la que muchos centros asis-
tenciales parecian haber entrado, para iniciar
ensayos clinicos demasiado repetitivos, poco fun-
damentados y de los que se extraia escasa infor-
macion util. Este informe supuso un importante
toque de atencion a la comunidad cientifica, asi
como una toma de realidad por parte de la socie-
dad, a la que hasta entonces habia llegado un
mensaje demasiado optimista de la terapia génica.
Cinco anos después podemos decir que parte de
estos objetivos se han conseguido, habiéndose
desarrollado nuevos vectores con propiedades que
los hacen especialmente indicados para algunas
patologias y se han logrado ya resultados clinicos
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esperanzadores.

No obstante, cuando el panorama estaba mejo-
rando, la muerte el alo pasado de un joven con
una enfermedad congénita bien controlada (déficit
de ornitina transcarbamilasa) que participaba
como voluntario en un ensayo clinico ha llenado
las paginas de los periédicos, ha puesto brusca-
mente de manifiesto el peligro de estas técnicas
cuando no se emplean de forma adecuada y ha
sacado a la luz numerosas irregularidades por
parte de los investigadores que participaban en el
mismo. A ello se han sumado otras noticias que
hablan de problemas en otros ensayos en los que
podrian haberse producido efectos secundarios
importantes que no se notificaron a las autorida-
des pertinentes como estaba previsto. ¢Qué es lo
que suponen estas noticias para el desarrollo de la
terapia génica? ¢Ha de detenerse la investigacion
clinica en terapia génica por su especial peligrosi-
dad? Creo que no. Lo que estas noticias significan
es una llamada a la reflexiéon y un toque de aten-
cion a las autoridades y los investigadores que tra-
bajan en este campo. La terapia génica incluye un
conjunto de herramientas terapéuticas muy pode-
rosas que estamos aprendiendo a utilizar y en el
que hay que establecer unas estrictas normas de
utilizacién y unas precauciones que han de defi-
nirse de lo que se observe en los ensayos clinicos,
Unico vehiculo que puede proporcionarnos esa
informacién. Loégicamente, los ensayos clinicos
han de disefiarse desde la seguridad y deben ser
capaces de proporcionar esa informaciéon. Otra
cosa es que, inevitablemente, se produzcan pro-
blemas que lleven al fallecimiento de algunos
pacientes. Por poner un ejemplo, en el ano 1997
fallecieron en Estados Unidos 16.500 pacientes en
relacion con el uso de antiinflamatorios no este-
roideos (que incluyen farmacos tan comunes como
el acido acetil salicilico, la Aspirina, o el diclofena-
co soédico, el Voltarén). Sin embargo nadie ha
planteado por ello su prohibicién.

Problemas de la Terapia Génica: herramientas
y ensayos clinicos

iendo la terapia génica el sistema que busca

tratar enfermedades mediante la transferencia
de genes a las células para conseguir un efecto
biologico, es evidente que el éxito de la misma
depende tanto de que los genes terapéuticos sean
capaces de expresarse en las células diana al nivel
y durante el tiempo que sea necesario, como de
que el proceso de transferencia de los genes a esas
células sea eficaz y asegure que se mantiene su
integridad. Los vectores de terapia génica son los
responsables de llevar a cabo esta funcion y su

mejora en cuanto a seguridad, eficacia y adapta-
cion a la patologia que se quiera tratar, junto a la
mejora de la expresion génica una vez que el gen
ha alcanzado el nucleo de las células, constituyen
los factores limitantes que hasta ahora han impe-
dido a la terapia génica responder a las expectati-
vas creadas.

Expresion génica: el denominado cassette de
expresion esta constituido generalmente por un
promotor mas o menos potente, una senal de
poliadenilaciéon y entre ellas el cDNA (DNA com-
plementario) del gen terapéutico, obtenido
mediante transcripcion reversa de RNA mensajero
de un tejido donde se exprese, seguido de una
PCR con cebadores especificos. Este esquema tan
sencillo presenta sin embargo importantes limita-
ciones, que poco a poco han ido identificandose y
mejorandose. Asi, en lo que respecta al transgen,
es importante introducir la secuencia de un intrén
cuyo procesamiento mejora la estabilidad del RNA
mensajero y por tanto su capacidad de ser tradu-
cido. En cuanto a los promotores, los de tipo viral
como los del citomegalovirus (CMV), el virus del
sarcoma de Rous (RSV) o los derivados de las LTR
retrovirales son muy potentes y capaces de dirigir
la transcripciéon de forma universal en cualquier
tipo celular. Sin embargo, a medio-largo plazo se
produce un progresivo silenciamiento de los mis-
mos, que lleva a la pérdida total de su actividad y
que se ha relacionado con la metilacion especifica
de secuencias reguladoras. Por este motivo, aun-
que menos potentes, los promotores de genes
eucariotas ofrecen mejores resultados a largo
plazo. Por otro lado, se esta avanzando enorme-
mente en el desarrollo y caracterizaciéon de pro-
motores selectivos de tejido o regulables mediante
la administracién de farmacos (tetraciclina, rapa-
micina, RU 480), lo que ofrece la posibilidad de
controlar la expresiéon a un determinado tipo celu-
lar activandola o desactivandola a voluntad.

Vectores: la escasa eficacia de los vectores de
transferencia génica constituye el auténtico talon
de Aquiles de la terapia génica. Partiendo de la
base de que no existe un tnico vector que retina
las condiciones que lo hagan 1til en todas las
posibles aplicaciones, los vectores basados en
virus (retrovirus, adenovirus, virus adeno-asociados
y herpesvirus) representan en este momento la
alternativa mas eficaz a la hora de conseguir una
elevada expresion del transgen. Sin embargo, exis-
ten ventajas e inconvenientes en cada uno de ellos
que hacen que la eleccién de uno u otro dependa
de la patologia a tratar. Los retrovirus, por su ciclo
biologico, son capaces de integrar el transgén del
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que son portadores, lo que permite en teoria
alcanzar una expresién continuada del mismo y
los hacen especialmente indicados para el trata-
miento de enfermedades congénitas o todas aque-
llas en las que sea necesario alcanzar una expre-
siébn a largo plazo. Sin embargo, tienen como
inconveniente que no son capaces de infectar
células quiescentes (aquellas que no se encuen-
tran en divisién) y solamente pueden albergar
genes de hasta 8 Kb. Los adenovirus constituyen
hasta el momento los sistemas de transferencia
génica disponibles mas eficaces y con mayor
espectro celular, actuando tanto sobre células en
division como en reposo, pero tienen el inconve-
niente de que son altamente inmunogénicos, lo
que hace que la expresion del transgen sea tran-
sitoria (las células transducidas son eliminadas
por el sistema inmune) y que se desarrollen anti-
cuerpos neutralizantes que impiden una segunda
administracién del vector. Los virus adeno-asocia-
dos, a pesar de ser muy escasamente inmunogé-
nicos y de infectar tanto células en divisién como
en reposo, disponen de una limitada capacidad de
transportar genes (por debajo de S Kb) y son difi-
ciles de producir en cantidades suficientes.
Finalmente, los herpesvirus se encuentran
todavia en una fase menos avanzada y su utilidad
esta demasiado enfocada en la transducciéon de
células del sistema nervioso. Frente a los virus,
los vectores no virales ofrecen como mayor venta-
ja la sencillez de su produccion, su seguridad y su
capacidad para transferir genes sin limite de
tamafio, aunque como contrapartida su eficacia
sea en general muy escasa, lo que ha limitado su
utilizacién a determinadas indicaciones terapéuti-
cas en las que no se precisa una elevada produc-
cién del transgen, como son las de inducir res-
puesta inmune (vacunacion génica) o la produc-
cion local de un factor angiogénico, por ejemplo .

Por ultimo, otro de los problemas con que se ha
encontrado la terapia génica es el de que la mayor
parte de los ensayos clinicos llevados a cabo hasta
la fecha no sé6lo han sido poco eficaces desde el
punto de vista terapéutico, sino que ademas han
proporcionado poca informacién desde el punto
de vista cientifico y tampoco han servido para
estudiar expresiéon génica, por lo que no han sido
de utilidad en el disefio de otros ensayos.

Nuevas vias de desarrollo y expectativas de la
terapia génica

fortunadamente, la terapia génica es un area
extremadamente viva y se trabaja intensa-
mente en la resolucion de buena parte de los pro-
blemas antes mencionados. Este es el caso de los

vectores de transferencia, donde se estan desarro-
llado nuevos vectores virales y no virales mas efi-
caces y especificos, menos inmunogénicos, que
permitan una expresion mas prolongada del
transgen y que sean mas sencillos de manufactu-
rar. Asi, en el campo de los vectores virales, se
han desarrollado los adenovirus "gutless", de los
que se ha eliminado cualquier resto del genoma
del adenovirus excepto las secuencias necesarias
para su empaquetamiento, lo que les permite
albergar genes de mayor tamafno (hasta 35 kb) y
los hace mucho menos inmunogénicos, permitien-
do una expresién prolongada del transgen.
También se ha descrito un nuevo tipo de vectores
retrovirales, los lentivirus, derivados del virus del
HIV o el SIV, que manteniendo a semejanza de los
retrovirus la capacidad de integrar el transgen,
son ademas capaces de infectar células en reposo.
En cuanto a los virus adeno-asociados, se ha des-
cubierto su gran eficacia para transducir el mus-
culo esquelético, lo que permite alcanzar niveles
terapéuticos sistémicos del transgen que trans-
portan y se ha mejorado también sustancialmen-
te el rendimiento que se obtiene en su preparara-
cion. Ademas, se han disefiado virus hibridos ade-
novirus/virus adeno-asociados que permiten
aprovechar las ventajas de ambos vectores.
Finalmente, se estan desarrollando nuevos vecto-
res derivados de los alfavirus (Semliki forest virus)
o del SV40, que ofrecen interesantes caracteristi-
cas.

En cuanto a los vectores no virales, se han rea-
lizado también importantes avances dirigidos a
conseguir un vector artificial que, alcanzando la
eficacia de los virus, tenga las indudables venta-
jas de los vectores sintéticos. En este sentido, las
caracteristicas ideales que debe incorporar el vec-
tor son las de poder ser dirigido de forma especifi-
ca a un tipo celular, proteger al transgen y no ser
inactivado en suero cuando es administrado por
via sistémica; finalmente, conseguir hacer llegar el
transgen hasta el nucleo de la célula, salvando la
degradacién asociada con el proceso de endocito-
sis y permitiendo la translocaciéon al nucleo del
material genético. En este sentido, ademas del
importante avance experimentado por los nuevos
liposomas cationicos o el sistema de bombardeo
de particulas mediante la pistola génica (gene
gun), los vectores mas prometedores son los siste-
mas basados en moléculas policatiénicas como la
polietilenimina (PEI), capaces de condensar el
DNA en pequenas particulas que lo protegen de su
degradacién y mejoran su captaciéon mediante
endocitosis, poseyendo ademas actividad endoso-
molitica (lo que permite su escape de la degrada-
cion en este compartimento) y pudiendo ser modi-
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ficados quimicamente para anadir ligandos que
faciliten su direccionabilidad.

Otra via importante de expansion de la terapia
génica es su combinacién con otro tipo de estrate-
gias con las que puede complementarse de forma
natural como es la terapia celular. Este es el caso
de la modificacion de células madre (como en el
caso del ensayo clinico antes comentado para la
inmunodeficiencia grave combinada) o el uso de
células de gran potencial terapéutico, como son
las células dendriticas, fundamentales en la
induccién de respuesta inmunitaria antitumoral o
antiviral y que pueden ser modificadas genética-
mente para aumentar su efecto biolégico con
genes como los de la interleuquina 12.

Finalmente, se ha descrito recientemente una
nueva estrategia con enorme potencial en el trata-
miento de las enfermedades genéticas monogéni-
cas causadas por mutaciones puntuales. Se trata
del uso de los quimeroplastos, que son moléculas
de pequeno tamano, mezcla de DNA y RNA, que
tienen la capacidad de reconocer e hibridar con
zonas especificas de un gen (determinadas en fun-
cion de la secuencia del quimeroplasto) e introdu-
cir mutaciones en nucledtidos predeterminados
con una altisima eficacia. Esta técnica, que per-
mitiria tratar un gran numero de enfermedades
genéticas sin posible cura actualmente, se ha
ensayado ya con éxito en distintos modelos ani-
males, lo que abre definitivamente la esperanza a
esos grupos de pacientes que sufren enfermeda-
des devastadoras.

Como colofén, quiero mencionar las que (sin
exclusion de otras posibles) parecen ser las estra-
tegias mas prometedoras de terapia génica en un
futuro inmediato: (1) la vacunacion génica frente a
enfermedades infecciosas o el cancer mediante
DNA desnudo u otros sistemas no virales; (2) la
utilizaciébn de DNA desnudo u otro sistema no
viral para producir una proteina necesaria duran-
te un corto espacio de tiempo en una localizacion
concreta (por ejemplo factores angiogénicos en
enfermedades cardiovasculares o factores induc-
tores de la formacion de hueso o la reparacion de
heridas en traumatologia); (3) la aplicacion de los
virus adeno-asociados por via intramuscular al
tratamiento de enfermedades donde sea necesario
producir niveles sistémicos de un determinado
factor; (4) la utilizacién de lentivirus en la correc-
cion de enfermedades congénitas donde la correc-
cion del defecto ha de ser intracelular, (5) la
potenciacion de la terapia celular con células
dendriticas en el tratamiento del cancer mediante
la transferencia genética de citoquinas inmuno-
moduladoras; y (6) el uso de quimeroplastos en
enfermedades genéticas causadas por mutaciones
puntuales.
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