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1- RESUMEN

El objetivo de la terapia génica es llevar a cabo modificaciones genéticas de las
células del paciente con un fin terapéutico. Actualmente, la Unica modalidad de terapia
génica en desarrollo es la dirigida a células somaticas, no germinales, lo que asegura
que la transferencia sélo afecte al individuo en tratamiento y no a su descendencia. En
este tipo de terapia las células a las cuales se dirige la terapia suelen ser aquellas
involucradas en el proceso patogénico, sin embargo, en ciertas ocasiones, como por
ejemplo en el cédncer, una de las estrategias que se estan llevando a cabo es la
modificacion de células normales del sistema inmune del paciente para que lleven a
cabo una potente respuesta inmune contra las células tumorales. Existen grandes
esperanzas en el desarrollo de este tipo de terapia, tanto para enfermedades de origen
genético que no tienen curacidn, como para el cancer y enfermedades infecciosas. Sin
embargo, hay también numerosas dificultades técnicas que no estan del todo
resueltas. Una de las claves del éxito de la terapia génica es la estrategia de
modificacion genética y el método de transferencia génica elegidos, que
determinaremos segln nuestros objetivos terapéuticos. Por otra parte, existe la
necesidad de elaborar protocolos que deben ser rigurosamente analizados por comités
de evaluacion ética y cientifica, ademas de establecer un didlogo con el fin de evitar
una presentacién exitista de la técnica en el mercado sin mencionar sus dificultades
inherentes.

Palabras clave: terapia génica, enfermedad genética, gen terapéutico, vector,
CRISPR/Cas9.



2- ABSTRACT

The goal of gene therapy is to carry out genetic modifications of the patient’s cells
for a therapeutic purpose. The only mode of gene therapy currently under
development is directed to somatic, non-germinal cells, which ensures that the
modification only affects the individual being treated and not their offspring. In this
type of therapy the cells to which the therapy is directed are usually those involved in
the pathogenic process; however, in certain cases, such as in cancer, one of the
strategies being carried out is the modification of normal cells of the patient's immune
system to carry out a potent immune response against tumor cells. There is great hope
in the development of this type of therapy, both for diseases of a genetic origin that
have no cure, as well as for cancer and infectious diseases. But there are also
numerous technical difficulties that are not entirely resolved.
The key to the success of gene therapy is the method of gene transfer chosen, i.e the
vector, which we will determine according to our therapeutic objectives. On the other
hand, there is a need to elaborate protocols that must be rigorously analyzed by
ethical and scientific evaluation committees, as well as establishing a dialogue in order
to avoid a presentation of the technique based on unfounded optimism without
mentioning its inherent difficulties.

Key words: gene therapy, genetic disease, therapeutic gene, vector, CRISPR/Cas9.



3- INTRODUCCION

La terapia génica consiste en la utilizacion de un conjunto de técnicas que
permiten la modificacion genética de células con fines terapéuticos. Esto se consigue
mediante la vehiculizacion de secuencias de ADN y ARN en el interior de las células
diana, lo cual permite la modulacién de la expresién de genes alterados, corrigiendo
asi el trastorno bioldgico que produce, o bien la modificacién genética de las células
afectadas para eliminarlas o paliar los sintomas de la enfermedad.’?

Desde la antigliedad la humanidad ha buscado distintas formas de combatir la
enfermedad. La terapia génica se ha desarrollado como un método de acercamiento al
tratamiento de las enfermedades humanas basado en la transferencia de material
genético a las células de un individuo. Habitualmente la finalidad de esta transferencia
de material genético es restablecer una funcién celular que estaba abolida o
defectuosa, introducir una nueva funcidon o bien interferir con una funcidon existente.
La Unica modalidad de terapia génica en desarrollo es la dirigida a células somaticas,
no germinales, lo que asegura que la transferencia sélo afecte al individuo en
tratamiento y no a su descendencia. Las distintas estrategias de la terapia génica se
basan en la combinacion de tres elementos clave, el material genético a transferir, el
método de transferencia y el tipo celular que incorporara dicho material genético.?

La aprobacién del primer protocolo clinico para un ensayo que implicaba la
insercién de un gen en un ser humano fue realizada en enero de 1989. La solicitud fue
presentada por los Dres. Anderson, Blaese y Rosenberg y no era propiamente una
terapia génica 2 En septiembre de 1990, los mismos Blaese, Anderson y sus
colaboradores realizaron el primer ensayo clinico de terapia génica con resultado
exitoso. La paciente era una nifia de 4 afios con deficiencia en adenosina desaminasa,
lo cual provoca una inmunodeficiencia combinada grave °. El error genético de sus
linfocitos se corrigid ex vivo por transferencia génica y estos linfocitos ya corregidos se
reinfundieron.’

A partir de este momento la terapia génica presentéd un enorme desarrollo
durante la década de los 90, con mas de 400 ensayos clinicos en todo el mundo (Fig.1y
2). Aunque inicialmente la atencion se centrd en el tratamiento de las enfermedades
hereditarias monogénicas, posteriormente la mayor parte de los ensayos clinicos de
terapia génica se enfocaron al tratamiento del cancer.*®

En general, los factores necesarios para conseguir que la terapia génica sea
efectiva no son diferentes que para otras modalidades terapéuticas nuevas. Incluyen
los factores técnicos (la distribucion y expresién genética), clinicos (eficacia y seguridad
terapéutica) y factores sociecondmicos. Se esta realizando un enorme trabajo en la
actualidad para mejorar la capacidad de los vectores para transducir células de forma



segura y especifica, para aumentar la capacidad de regulacién de la expresion del
transgén por los promotores y para mejorar el conocimiento de las condiciones mas
adecuadas para la transferencia génica. Aun asi, todavia es necesario un gran esfuerzo
para conseguir el éxito final. 3

La tragica muerte de un joven de 18 anos que participaba en uno de estos
ensayos clinicos supuso un duro golpe que generd alarma en todo el mundo. A finales
de los 90 se produjo el primer éxito terapéutico: un grupo de nifos con
inmunodeficiencia combinada severa (causada por la mutacién en el gen que codifica
la cadena gamma comun), fueron tratados en Francia mediante la transferencia ex
vivo a células de su médula dsea de la version correcta del gen alterado. Todos los
pacientes mejoraron su capacidad inmune, lo que les permitié vivir en un ambiente
normal. Poco después se observd que el éxito no habia sido completo puesto que dos
de estos nifios desarrollaron leucemia aguda por la activacion de un oncogén debido a
la insercion aleatoria del material genético terapéutico en el genoma de las células
corregidas. °

A pesar de todo esto, se habia dado un paso definitivo: la terapia génica
humana es factible y puede ser util. Sin embargo, tenemos que tener en cuenta que los
resultados de la terapia génica deben tener beneficios que pesen mas que los riesgos y
debe ofrecer ventajas sobre los tratamientos convencionales, sélo asi puede llegar a
ser aceptada en la practica médica general.3

Figura 1. NUmero de ensayos clinicos
aprobados desde el afo 1989 al 2016. 10




Geographical Distribution of Gene Therapy Clinical Trials (/)
(by Country) i

Multi-country 4.9% (n=120)

USA 62.9% (n=1550)

UK 8.9% (n=219)

Germany 3.7% (n=92)

China 2.8% (n=68)

France 2.3% (n=55)

Switzerland 2% (n=50)

Japan 1.7% (n=42)

Netherlands 1.5% (n=346)

Australia 1.3% (n=32)

@ Spain 1.1% (n=29)

@ Other countries 7% (n=170)

200000000

The Journal of Gene Medicine, © 2017 John Wiley and Sons Ltd www.wiley.co.uk/genmed/clinical

Figura 2. Distribucion geografica por paises de la realizacién de ensayos clinicos. *°

4- TIPOS DE TERAPIA GENICA Y SUS ASPECTOS ETICOS

4.1. Terapia génica somatica vs Terapia génica germinal

La terapia génica podriamos clasificarla en primer lugar segun el tipo de célula
en el que esta siendo aplicada. Por tanto podemos dividirla en terapia génica somatica
y terapia génica germinal.

La terapia génica germinal consiste en la inserciéon de un gen terapéutico en las
células sexuales femeninas o masculinas, es decir, en los 6vulos o en los
espermatozoides, lo que va a determinar un cambio en su dotacidén genética que va a
ser transmitido a los descendientes. Este tipo de terapia génica no se ha realizado en
humanos ya que esta prohibida por la legislaciéon actual. Esta prohibicién es debida al
peligro que supone modificar el acervo genético de la especie humana, con
consecuencias imposibles de prever. La posibilidad de dafio pone al principio de no
maleficencia por encima del de beneficencia, debido al riesgo para las generaciones
futuras, por lo que de momento no se estan llevando a cabo ensayos clinicos en este

campo.1'2’22

Todos los ensayos de terapia génica llevados a cabo hasta la fecha han sido
realizados sobre células somdticas. Este tipo de terapia génica, denominada terapia
génica somatica, tiene como caracteristica principal que no se transmite a la
descendencia, ya que no manipulamos la linea germinal. Como consecuencia de esto,
en principio, no supone ningun problema ético, siempre y cuando su fin sea




terapéutico y no eugenésico. Sin embargo, hay quienes opinan que la manipulacion
genética per ser no es ética.

4.2. Terapia génica in vivo / ex vivo

En cuanto a la terapia génica somatica podemos realizar una subdivisidn basada en el
lugar donde se produzca la manipulacidn genética de las células. Asi podemos llevar a
cabo terapia génica in vivo o ex vivo.

Mediante la terapia in vivo, introducimos un gen terapéutico en la célula diana,
como por ejemplo la modificacién de células pulmonares o hepaticas con una versién
correcta del gen de la alfa-1 antitripsina en pacientes con enfisema pulmonar o
cirrosis, o la introduccidn del gen de la distrofina en tejidos musculares de pacientes
con distrofia muscular. La gran ventaja de las técnicas in vivo es su mayor sencillez. Sin
embargo, tienen el inconveniente de que el grado de control sobre todo el proceso de
transferencia y la eficiencia global es menor, ademas de que es dificil conseguir un alto
grado de especificidad tisular.?

Mediante la terapia ex vivo, realizamos la manipulacidon genética fuera del
organismo, es decir, extraemos las células del paciente, las cultivamos en el
laboratorio, les introducimos el gen terapéutico y se las reinfundimos al paciente. Este
método ha sido util por ejemplo para el tratamiento de la inmunodeficiencia
combinada severa (SCID) por deficiencia de ADA. El método de introduccion del gen
terapéutico depende tanto de la célula diana como del objetivo de dicha terapia, pero
tenemos que tener en cuenta que los métodos que permiten la transferencia génica
presentan problemas aun en vias de resoluciéon. Las ventajas que presenta este tipo de
técnica son la capacidad para elegir el tipo de célula a tratar, la posibilidad de
mantener el control de todo el proceso, y como consecuencia, la consecuciéon de una
transduccion genética mds eficaz. En cuanto a inconvenientes, cabria destacar su
mayor complejidad y coste, ademas de la incapacidad de transduccién de tejidos que
no crezcan en cultivo y la presencia de riesgo de contaminacién en el proceso de
manipulacién de las células.™?
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Figura 3. Diferencias entre la terapia in vivo y la terapia ex vivo.™

4.3. Terapia génica de mejoria:

La terapia génica, por definicion, es una técnica que tiene como fin la mejora de
la salud, es decir, tiene un fin terapéutico. Esto se contrapone al concepto de terapia
génica de mejoria, que tiene como propdsito la mejora de la especie gracias a la
utilizacidon de modificaciones genéticas. Por ello parece mas correcto la utilizacidn del
término “usos no terapéuticos de la tecnologia de terapia génica” ya que no lo incluiria
dentro de lo que realmente consideramos como “terapia”. Las posibles aplicaciones
en mejoria no deberian estar contempladas dentro de este trabajo, sin embargo,
técnicamente son igualmente posibles y de hecho, se estan llevando a cabo. Un
ejemplo de ello son los trabajos llevados a cabo por la compafia biotecnoldgica
BioViva que comentaremos mas adelante.

El genoma humano es patrimonio de toda la humanidad, declarado por la
UNESCO en la Declaracion Universal sobre el Genoma Humano y los Derechos
Humanos (1997), por ello la aceptacion del uso de la terapia génica como técnica para
la mejora genética lo Unico que conseguiria seria la creacidon de una nueva forma de
discriminacién, la discriminacién genética. Es de interés global promover una
normativa internacional que limite la posibilidad de la manipulacién genética. El
propdsito de regular a nivel internacional es evitar el incremento de las diferencias
sociales entre paises, ya que en caso de que la normativa fuese mas permisiva en unos
paises que en otros, existiria el peligro de que la mejora genética sélo estuviese al
alcance de los mds pudientes, lo que incrementaria aln mas las diferencias entre
paises y clases sociales. Por todo ello no se justifica la mejoria genética, porque
ademas de todos estos problemas éticos, también presentaria los mismos problemas
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que encontramos a la hora de aplicar la terapia génica somatica utilizada para tratar
enfermedades.’>*

Un ejemplo representativo de esto, es el caso de la compaiiia biotecnolégica
BioViva que trabaja para desarrollar tratamientos para retrasar el proceso de
envejecimiento. Esto ilustra muy bien cuando lo cientifico pasa a ser medidatico y nos
hace reflexionar sobre cudl es el limite entre lo que es curar una enfermedad o
mejorar la especie, ya que el envejecimiento no es una enfermedad.

En abril de 2016, la compaiiia revelé6 que su propia directora ejecutiva,
Elizabeth Parrish, habia sido sometida a la primera terapia génica eficaz contra el
envejecimiento humano. El tratamiento, afirmd, habia invertido la edad bioldgica de
sus células inmunes en 20 aiios. En septiembre de 2015, Parrish, entonces de 44 afios,
viajo a Colombia para recibir dos terapias genéticas experimentales. Uno era un
inhibidor de la miostatina, una droga que se esta probando como un tratamiento para
la pérdida del musculo. La otra era una terapia génica de la telomerasa, el fdrmaco que
BioViva afirma que ha invertido la edad bioldgica de sus células al alargar partes de su
material genético llamado teldmeros.

El tratamiento es muy controvertido ya que BioViva no habia hecho el trabajo
preclinico necesario para progresar a los estudios en humanos. De hecho, la
Administracién de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos no autorizo el
experimento de Parrish, de ahi su viaje a una clinica en Colombia. BioViva afirma que
seis meses después del tratamiento, los teldmeros en los glébulos blancos de Parrish
se habian alargado en un 9%. Esto fue un anuncio que recibié una mezcla de burla e
incredulidad de muchos cientificos, que citaron la falta de procedimiento cientifico
apropiado. Parrish y su equipo dicen que planean explorar los efectos de la terapia
génica en otras células de su cuerpo y evaluar el efecto del tratamiento de pérdida de
musculo. Mientras tanto, buscan probar los tratamientos en mds personas, pero
primero necesitan encontrar un pais con requisitos menos estrictos que los Estados
Unidos.

Duncan Baird, profesor de Cancer y Genética en la Facultad de Medicina de la
Universidad de Cardiff afirmé que sin una comprension mayor de los procesos
biolégicos que subyacen en el envejecimiento, tal manipulacién podia ser peligrosa.
Precisamente los telémeros tienen una funcidn vital en la limitacion del nimero de
veces que una célula puede proliferar, por lo tanto limita su potencial cancerigeno. Por
esto, la intromisidn en un mecanismo tan importante de supresién tumoral no parece
una idea particularmente buena.®



4.4. Tipos de enfermedades abordables mediante la terapia génica

Las enfermedades a las que se puede aplicar esta técnica las podemos distinguir segun
categorias: 12

1)

2)

3)

4)

5)

Enfermedades monogénicas originadas por mutaciones en un solo gen y con
un patrén de herencia mendeliano. Estas mutaciones son responsables de un
gran numero de enfermedades crdnicas, como por ejemplo, las hemofilias, la
anemia falciforme, la inmunodeficiencia por déficit de adenosina desaminasa,
la hipercolesterolemia familiar y la fibrosis quistica.

Enfermedades multifactoriales, constituidas por aquellas en las que hay
alteraciones en varios genes. El ejemplo mas importante dentro de este grupo
seria el cancer. Otros ejemplos incluirian la hipertensién arterial y la diabetes
mellitus.

Enfermedades neuroldgicas degenerativas, como las enfermedades de
Parkinson y de Alzheimer.

Enfermedades infecciosas, como el herpes, la hepatitis o el VIH.
Trasplante de 6rganos. Se pueden introducir genes para antigenos del donante

en el huésped, que hagan que este tolere inmunolégicamente al d6rgano
donante cuando sea trasplantado.

La terapia génica somatica sobre todo ha sido utilizada para el tratamiento de

defectos genéticos en enfermedades monogénicas. Las enfermedades poligénicas son
mas complejas de abordar y de momento se desestima su uso como posible via
terapéutica basada en la correccidn genética. Sin embargo, hay una creciente
implantacidon de estrategias encaminadas a modificar las células afectadas para
conseguir paliar los sintomas de la enfermedad. Un caso particular es el cdncer ya que
aunque esté basado en la presencia de numerosos defectos genéticos, todos tienen los
mismos mecanismos de enfermedad, la proliferacion celular descontrolada y la
ausencia de apoptosis, sobre los que se pretende actuar.™?
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Indications Addressed by Gene Therapy Clinical Trials (%))

Cancer diseases 64.6% (n=1590)

@ Monogenic diseases 10.5% (n=259)
@ Infectious diseases 7.4% (n=182)
@ Cardiovascular diseases 7.4% (n=178)

Neurological diseases 1.8% (n=45)
@ Ocular diseases 1.4% (n=34)

Inflammatory diseases 0.6% (n=14)
@ Other diseases 2.3% (n=56)
@ Gene marking 2% (n=50)

Healthy volunteers 2.2% (n=54)

The Journal of Gene Medicine, © 2017 John Wiley and Sons Ltd www.wiley.co.uk/genmed/clinical

Figura 4. Tipos de enfermedades en las que se estan realizando ensayos clinicos
actualmente. En la figura podemos ver reflejado el protagonismo que ha adquirido la
terapia génica en el tratamiento del cancer y otras enfermedades complejas, frente a
un 10% de ensayos clinicos dirigidos a tratar enfermedades monogénicas *°

5- ESTRATEGIAS MOLECULARES DE MODIFICACION GENETICA:

Lo primero que hay que establecer para llevar a cabo un ensayo de terapia
génica es el ADN que queremos introducir en las células, el cual lo determinaremos
seguln nuestro objetivo terapéutico.

Los genes estan formados por diferentes partes, las zonas no codificantes, que
serian los intrones, y las codificantes, que serian lo que denominamos exones, las
cuales son las partes que llevan la informacidn para la fabricacién de la proteina.
Ademads delante de cada gen existe una secuencia especifica de cada uno de ellos
denominada regién promotora o promotor. Dicha regidon es la encargada de la
regulacion de la expresion del gen al que acompania, es decir, es la que decide en qué
célula y en qué momento es necesaria la produccion de la proteina codificada por el
gen. En los ultimos afios hemos determinado la secuencia de muchos genes; sin
embargo, la identificacién funcional es mas dificil. Por ello se han desarrollado una
serie de estrategias que nos pueden ayudar. Una de ellas seria la generacién de un
ratédn knockout, que consiste en la desactivacidn de ese gen especifico y posterior
evaluacidn de los sintomas que padece el ratdn. La otra estrategia que ha conseguido
dilucidar la mayor parte de las funciones de los genes y como consecuencia el papel
fisioldgico de las proteinas producidas a partir de ellos, consiste en la comparacién del
gen del individuo enfermo con el del individuo sano. Su funcién se infiere del defecto
fisiolégico que los enfermos padezcan. En cuanto a la funcionalidad de los genes,
tenemos que tener en cuenta que todas las células presentan los mismos genes en sus
cromosomas, sin embargo lo que hace que cada tipo celular sea diferente es su
contenido en proteinas. Esto quiere decir que no todos los genes en todas las células
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se expresan de igual forma, lo que nos permite inferir la importancia de la correcta
funcién de cada gen y la correcta sintesis de proteinas a partir de cada uno de ellos.

Normalmente en el contexto de la terapia génica se utiliza una copia en ADN
(cADN) del mARN de la proteina, que se colocard tras una regién promotora. Esta
region promotora comenzard a transcribir gracias a la acciéon de los factores de
transcripcion especificos de la célula en la que se ha introducido, es decir, debemos
seleccionar cuidadosamente el promotor que vamos a utilizar para que el gen que
introducimos se exprese solamente en el sitio y momento adecuado.

La estrategia a seguir sera distinta en el caso de que se quiera contrarrestar una
mutacion, como es el caso de la terapia génica de enfermedades monogénicas, o hacer
algln otro tipo de modificacion genética en las células para tratar una enfermedad
multifactorial o adquirida.

En el caso de enfermedades monogénicas, la estrategia a seguir dependerd del
efecto del gen mutado; es decir, este gen puede estar haciendo que una proteina deje
de fabricarse o tenga una escasa o nula funcidon (mutaciones de pérdida de funcién), o
bien que la proteina se fabrique con una funcidn excesiva o alterada (mutaciones de
ganancia de funcién).**

» La proteina deja de fabricarse o lo hace con una funcidn deficiente:

En este caso lo que intentamos es introducir el gen terapéutico normal que
produzca un aporte continuo y correcto de proteinas al tejido afecto (Terapia
génica de aumento génico) (Fig. 5A). Al principio se consideraba que para que la
terapia génica funcionase, el gen terapéutico debia colocarse en el lugar exacto en
el que esta el gen defectuoso. Sin embargo, ahora sabemos que no es asi, ya que el
gen introducido puede producir su proteina y por tanto corregir el defecto genético
desde otras localizaciones, tanto dentro como fuera del cromosoma (episomas,
minicromosomas auténomos).**

» La proteina se expresa excesivamente o de manera alterada
En este caso, no basta con introducir una copia del gen salvaje; hay que silenciar la
expresion del alelo mutado. Esta estrategia puede llevarse a cabo de diferentes
formas (Fig. 5B y 5C):

1) Silenciando la expresidn génica, evitando asi la fabricacién de dicha proteina.

2) Sustituyendo la copia del gen mutado por una copia silvestre.

3) Introduciendo un alelo antimorfo que contrarreste el efecto del producto
anémalo.
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En el caso de terapia génica dirigida hacia enfermedades multifactoriales o
adquiridas, las estrategias no pretenden corregir una mutacién, sino modificar
genéticamente la célula afectada para poder paliar los sintomas. Las estrategias en
este caso son muy variadas. Algunas de las tendencias mds generales serian las

siguientes:

1) Provocar la muerte de la célula que contiene el gen mutado:

Este enfoque es particularmente aplicable al tratamiento del cancer ya que
para destruir las células tumorales podremos introducir genes tdxicos o
activadores de profarmacos, o utilizar la inmunoterapia génica, como

veremos mas adelante (Fig. 6).M

2) Silenciamiento génico o introduccion de alelos antimorfos:

En enfermedades infecciosas tenemos como objetivo bloquear las funciones
esenciales del patdgeno para que no pueda actuar, por lo que se utilizaran
estrategias de silenciamento génico o alelos antimorfos dirigidos hacia
funciones necesarias para el ciclo vital del patdégeno. Esta estrategia sera
comentada mas a fondo en el apartado de ensayos clinicos para el VIH.*
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3) Nuevas estrategias:

En enfermedades de herencia compleja, estan surgiendo nuevas estrategias
encaminadas a paliar los sintomas principales de la enfermedad,
independientemente de su causa genética. Este tipo de estrategias estdn
todavia poco implementadas, pero seguramente en el futuro veremos
grandes avances, ya que se dirigen hacia enfermedades de alta prevalencia
en la poblacién.

Un ejemplo puede ser un reciente ensayo clinico de terapia génica de la
enfermedad de Parkinson. En marzo de 2011, los medio de comunicacion se
hicieron eco de un procedimiento llevado a cabo por el Dr. Michael Kaplitt y
neurocientificos del Colegio Médico Weill Cornell de Nueva York. Dicho
procedimiento se denomind NLX-P101 y consistié en la inyeccion de un virus
gue contenia un gen que aumentaba la produccion de GABA, en las neuronas
del cerebro de personas con la enfermedad de Parkinson. Tras 6 meses de la
realizacion de la intervencidn se analizé la evolucidén de las personas que se
sometieron al procedimiento y los resultados reflejaron una mejoria del 23.1
% en las funciones motoras de los pacientes tratados en comparacion con el
grupo control. En aquel momento aunque la comunidad cientifica se mostré
esperanzada varias voces se alzaron pidiendo cautela ya que el
procedimiento se habia realizado en muy pocos pacientes y habia que
esperar a que el tiempo contestara las dudas sobre la seguridad de introducir
un virus en el cerebro de una persona.

Ante esto, cuatro afios después el Dr. Michael Kaplitt sigue considerando los
resultados muy alentadores ya que la evolucién de los pacientes tratados
sigue siendo favorable y sin ningun efecto secundario. A la vista de los
buenos resultados, podriamos considerar a este tipo de terapia génica una
alternativa de futuro real a la estimulacion cerebral profunda.™
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Independientemente del tipo de estrategia elegido, el problema a abordar es el de
la modificacién genética per se. Una vez introducido el gen de interés en la célula,
écudl es el destino de ese ADN? ¢qué requerimientos hay para que funcione? La
terapia génica de aumento génico en principio solo necesita la expresion del gen
introducido, independientemente de que el gen introducido se inserte en cualquier
sitio del genoma receptor, o incluso se mantenga de manera episomal. En cambio, las
estrategias de silenciamiento génico requieren estrategias mas elaboradas que han
sufrido grandes avances en los Ultimos anos gracias a dos tipos de técnicas:

> Introduccion de ARN de interferencia para silenciar una funcién génica.

La estrategia se basa en el fendmeno de silenciamiento postranscripcional que
tiene como protagonista al ARNi, que consiste en un fragmento de ARN de doble
cadena de 21 nucleétidos. El proceso llevado a cabo por el ARNi es un proceso muy
especifico que actua selectivamente sobre el ARN para el que es exactamente
complementario (Fig. 7). La presencia de este ARN de doble cadena intracelular activa
una endonucleasa denominada DICER que corta el ARN de doble cadena en
fragmentos de 21-23 nucledtidos (ARNpi o de pequefa interferencia). A continuacion
los fragmentos de ARNpi forman un complejo con una serie de nucleasas y helicasas
denominado RISC (RNA-induced silencing complex). Durante el ensamblaje de RISC,
una de las hebras formara parte del complejo y otra actuard como guia para que RISC
se una al ARNm homdlogo y catalice el corte de la secuencia, llevado a cabo por una
ARNasa diferente de DICER. Tras esto, los fragmentos de ARN son degradados por
exonucleasas celulares, completando asi el proceso de silenciamiento.

Alguna de las desventajas que presenta este proceso es la extraordinaria
especificidad necesaria entre el ARNi y el ARNm homdlogo, que exige una casi perfecta
homologia entre los 21- 23 nucleétidos. Por ejemplo, Gitlin et al trabajando con un
modelo de ARNi para poliovirus, detectd una variante que escapaba al mecanismo de
interferencia y se dio cuenta que esto se debia a la presencia de una Unica sustitucién
en el ARN;.'
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> Sistema CRISPR/Cas9:

Representa un sistema de edicién genética sitio-especifica que ha
revolucionado el campo, por la facilidad con la que permite generar modificaciones
genéticas en sitios concretos del genoma. El sistema CRISPR/Cas9 constituye un
sistema inmune procaridtico que confiere resistencia a agentes externos como
plasmidos y fagos y provee una forma de inmunidad adquirida. Cuando la bacteria
detecta el ADN del virus, fabrica una secuencia complementaria de ARN que se
empareja con la secuencia ADN introducida por el virus y guia a la proteina llamada
Cas9 para formar un complejo. Cas9 es una enzima con actividad nucleasa, por lo
que se producira una escisidon en el ADN una vez se haya producido la union de las
secuencias complementarias (Fig.8).

En los Ultimos afios, los cientificos se han dado cuenta que este sistema no sélo
sirve para cortar ADN viral sino que sirve para cortar cualquier secuencia de ADN
que necesitemos, simplemente cambiando el ARN guia. Por ello, podremos
eliminar genes defectuosos y tras esto, introducir genes terapéuticos en su lugar.
Una de las muchas ventajas que tiene este sistema es que puede actuar sobre
diferentes genes a la vez por lo que parece ser una buena opcidn en el tratamiento
de enfermedades mas complejas en las que no soélo esta presente la mutacion de
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6- INTRODUCCION DEL ADN EN LAS CELULAS DIANA

Los mayores problemas que podemos encontrar a la hora de llevar a cabo un
ensayo de terapia génica, estdn centrados en los vectores que vamos a utilizar. Los
vectores deben tener la capacidad de transportar el gen terapéutico de forma segura y
eficaz, ademas de hacerlo de forma especifica a las células diana. El vector es una de
las claves del éxito de la terapia génica, por ello el disefio de nuevos vectores es uno de
los grandes desafios en este campo.
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a) Vectores basados en virus: Algunos virus humanos con especificidad para

determinadas células han sido usados como vectores tras reemplazar algun
fragmento génico que confiere virulencia al virus, por el gen terapéutico.
Se han utilizado como vectores distintos tipos de virus atendiendo a determinadas
caracteristicas con respecto a su tropismo, inmunogenicidad, capacidad de carga o
ciclo integrativo, que les hacen mds o menos adecuados segun la estrategia a
seguir. 1

— Retrovirus:

Una caracteristica relevante de los retrovirus es que se integran en el
cromosoma de la célula huésped como parte de su ciclo vital. La introduccién de
los genes terapéuticos permanecerd de forma permanente en las células
infectadas, ya que una vez se integra en el cromosoma, estos genes serdn
transferidos a las células descendientes. Ademas, los retrovirus solo infectan
células en division, por lo tanto es una opciéon muy interesante en el caso de
introduccidon de genes en células madre o cualquier célula que tengamos en
cultivo.

Sin embargo, presentan varios problemas. En primer lugar, son inutiles en el
caso de querer llevar a cabo correcciones genéticas en células que no se dividen o
lo hacen poco como son la mayoria de células diferenciadas del organismo, lo que
limita su uso in vivo *. En segundo lugar, conllevan un cierto riesgo intrinseco de
mutagénesis por insercién, ya que no podemos controlar donde se integran, por lo
gue podrian alterar lugares tan importantes como los genes de control de la
divisién celular, reparacion del ADN o programacion de la apoptosis. De hecho, se
ha determinado que los retrovirus se insertan preferentemente en sitios activos
de transcripcidn, lo que aumenta el peligro de que su insercién active un gen
oncogénico.’® En tercer lugar, los retrovirus son generalmente inactivados en
sangre por el complemento, por lo que sélo se pueden usar ex vivo.** Asi mismo,
otro de los inconvenientes que presentan este tipo de vectores son su limitada
capacidad de carga, tan sdlo 7 kb.

Como excepcion a los dos primeros inconvenientes, se encuentran los
lentivirus, que son un tipo de retrovirus que, a diferencia de los gammaretrovirus,
pueden infectar tanto células en divisién como células que no se dividen. Ademas,
los lentivirus no han demostrado asociacién con la oncogénesis aun. Esto puede
ser debido a la mejora del disefio de los vectores o a diferencias en los lugares de
insercién entre los gammaretrovirus y los lentivirus.?!

Se han llevado a cabo estudios en los que se estd intentando utilizar el virus de
la inmunodeficiencia humana (VIH) como vector en células que no se dividen, no
obstante, su utilizacién despierta una légica prevencion y es también
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comprensible que a pesar de los resultados conseguidos en los estudios
preclinicos, las exigencias de bioseguridad retarden su aplicacion en seres
humanos.®

— Adenovirus:

En este caso, este vector puede infectar células independientemente de si se
dividen o no, lo que posibilita su uso para la terapia génica in vivo. Ademas,
admiten hasta 30 kb de carga genética foranea. En cuanto a desventaja, hay que
tener en cuenta que no se integran en el cromosoma de las células que invaden
por lo que desaparecerdn con el tiempo y por lo tanto también su funcién
terapéutica. Aunque esto también se podria considerar ventajoso en ciertos casos
en los que queramos realizar un tratamiento transitorio repetido periédicamente,
lo cual no se consideraria estrictamente terapéutico pero seria una opcién mas
segura en algunas enfermedades.

Como problemas presenta su baja especificidad, aunque bien es cierto que
dichos vectores pueden manipularse para dirigirse a tipos celulares especificos
(tropismo) introduciéndoles genes que expresan proteinas de membrana que
serdan reconocidas por receptores especificos del tejido diana. Otro de los
inconvenientes va a ser su gran respuesta inmunoldgica lo que puede llegar a
provocar la muerte de la célula infectada.

— Virus asociados a los adenovirus:

Estos vectores son virus pequefios lo que les permite infectar neuronas, al
poder atravesar la BHE, pero no les permite transportar genes grandes. Integran
su genoma en un lugar especifico del genoma de las células infectadas,
minimizando el riesgo de mutagénesis insercional. No inducen respuesta
inmunitaria y tienen como caracteristica su incapacidad para replicarse en
ausencia de un virus coinfectante como es el adenovirus. Los virus asociados a
adenovirus no son inactivados en la sangre por lo que pueden usarse in vivo.™

— Otros: Herpes virus. Alfa virus, Pox virus estdn siendo estudiados.

En cuanto al herpes virus se ha demostrado capaz de introducir genes en las
neuronas pero sin integrar su ADN, es decir, lo deja libre en forma de episoma
durante toda la vida de la célula. Como problema presenta, al igual que los
adenovirus, su gran capacidad para producir respuestas inmunoldgicas.
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En la actualidad se estan investigando nuevos vectores debido al peligro que
acarrean los virus como vectores. Este peligro es el poco conocimiento que se tiene
sobre la posibilidad de recombinacién de estos vectores viricos con virus endémicos
latentes en el individuo y con ello la posibilidad de crear nuevos virus con capacidad
infecciosa desconocida. Para intentar evitar todos los problemas que conllevan este
tipo de vectores se han desarrollado otros vectores:

b) Vectores no virales:

Liposomas: Consiste en la transferencia del gen terapéutico contenido en
liposomas a la célula, gracias a la fusion entre los lipidos del liposoma y los de
la membrana celular. El problema que presenta este tipo de vectores es la baja
especificidad de las células diana en la terapia in vivo y la baja eficacia de la
transferencia. El problema de la especificidad estd tratando de ser solucionado
ayudandose de la introduccién de epitopos en el revestimiento del liposoma
gue ayuden a ser solamente reconocidos por aquellas células que presenten
moléculas receptoras especificas para los epitopos introducidos.®

ADN desnudo: Consiste en la inyeccion de ADN directamente en el tejido diana
sin ningun revestimiento que lo proteja, sin embargo, en el interior de la célula
es protegido por elementos de la propia célula lo que le que le permite
replicarse. Esta técnica de inyeccién se utiliza sobre todo en el musculo
esquelético y se ve favorecida por la utilizacién de la electroporacién o
electrotransfeccion, que consiste en la aplicacion de un pulso eléctrico que
genera poros transitorios en la membrana celular.* Otra alternativa a esto
seria la utilizacién de microesferas de metal (“biolistic” o “gene gun”) dentro
de las cuales esta contenido el ADN, y que se proyectaran a enorme velocidad
sobre las células que deben modificarse con el fin de cruzar su pared. Ambas
técnicas presentan como principal problema su baja especificidad.l’G'14

Vectors Used in Gene Therapy Clinical Trials
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Adenovirus 21.4% (n=532)
Retrovirus 18.2% (n=452)
Naked/Plasmid DNA 17.2% (n=427)
Adeno-associated virus 7.0% (n=173)
Vaccinia virus 6.9% (n=172)
Lentivirus 5.8% (n=144)

Lipofection 4.6% (n=115)

Poxvirus 4.3% (n=106)

Herpes simplex virus 3.6% (n=89)
Other vectors 7.7% (n=191)
Unknown 3.2% (n=80)
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Figura 9. Vectores mas usados en ensayos de terapia génica.™
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Un aspecto importante a recalcar es que tenemos vectores que integran el ADN
en el cromosoma de la célula (retrovirus, virus asociados a adenovirus) y otros que no
lo hacen (adenovirus, DNA desnudo). Esta caracteristica tiene sus ventajas y sus
inconvenientes y es uno de los puntos clave en los que tenemos que pensar a la hora
de elegir un vector u otro dependiendo de nuestro fin terapéutico. 34

Vectores que integran el DNA en el cromosoma:>

e Ventajas: Expresién estable a largo plazo, por lo tanto, posibilidad de curacidn
de un trastorno genético.

e Desventajas: Insercion al azar. Excepto en el caso de los virus asociados a
adenovirus que integran el DNA en un sitio especifico del genoma humano, lo
cual no tendra consecuencias patoldgicas.

La insercidn al azar conlleva dos tipos de riesgos:

1) Riesgo de muerte de la célula huésped por integracion del vector en un gen
crucial de la misma. Este riesgo es menor, pues la Unica consecuencia es
gue esa célula modificada, en particular, no sobrevivira.

2) Riesgo de oncogénesis por la posible alteracién de los patrones normales de
expresidn de genes que controlan la division y la proliferacién celular. La
terapia génica ex vivo puede aminorar en cierto modo esta desventaja ya
que permite comprobar el fenotipo de las células que crecen en cultivo,
evitando asi la administracién posterior al paciente de aquellas que
presenten alguna evidencia de transformacidon neoplasica. Sin embargo,
muchas células podrdn desarrollar estas evidencias mas tarde, por lo que
ésta sigue siendo la principal desventaja de los vectores integrativos.

Vectores que no se integran en el cromosoma:z

Son utiles en los casos en los que no haga falta una expresion estable a largo
plazo. Por ejemplo, las terapias génicas contra el cancer suelen implicar la
transferencia y la expresion de genes a células cancerosas con la intencién de
eliminarlas; una vez eliminado el tumor, el gen terapéutico puede no ser necesario
nunca mas. Sin embargo, para el resto de abordajes, la ausencia de integracién
normalmente supondra la necesidad de repetir el tratamiento periddicamente.
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Retrovirus Adenovirus Virus asociados a adenovirus | DNA desnudo
Tamano del gen 7-7.5 Kb 30Kb 3.5-4 Kb llimitado
Concentracién 10° 10" 10" llimitado
(viriones/ml)
Técnica de
transferencia
génica
Ex vivo Ex e In vivo Ex e In vivo Ex e In vivo
Integracién en | Si No Si Muy poco
genoma
Infectan células | No Si Si Si
que no se dividen
Inconvenientes Riesgo Respuesta Incapacidad para replicarse | Baja
mutagénico inmunoldgica | en ausencia de adenovirus especificidad

En la Fig.9 y en esta tabla comparativa quedan recogidas todas las caracteristicas
mencionadas de los vectores mas utilizados.

Por tanto, en el caso de querer introducir un gen que produzca un aporte
continuo y correcto de proteinas en el tejido afecto, lo mas adecuado seria utilizar
vectores que integren su ADN en el ADN de la célula, es decir, los mas adecuados
serian los retrovirus y los virus asociados a adenovirus. Sin embargo, se han realizado
ensayos con vectores cuya aportacion del producto génico es transitoria, como son los
adenovirus, que podrian ser utilizados con un efecto paliativo a largo plazo mediante la
utilizacion de su tratamiento repetido periddicamente. No obstante, tenemos que
tener en cuenta que a veces los genes terapéuticos utilizados para la correccién de
estos errores puede que no lleguen a un numero suficiente de células o funcionen
mal.!
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Como alternativa a esto, la tecnologia CRISPR/Cas9 mencionada anteriormente,
permite generar modificaciones genéticas en células ex vivo utilizando vectores no
integrativos, con gran especificidad y eficacia; de este modo, se evita la necesidad de
utilizar un vector retroviral para obtener una modificacidon genética permanente.

7- ENSAYOS CLINICOS:

A continuacién, se expondrdn ejemplos representativos de ensayos clinicos de terapia
génica llevados a cabo con éxito para combatir tanto enfermedades monogénicas
como adquiridas.

INMUNODEFICIENCIA SEVERA COMBINADA SECUNDARIA A DEFICIENCIA DE ADA
(SCID-ADA)

La inmunodeficiencia severa combinada secundaria a deficiencia de ADA (SCID-
ADA) constituye entre el 10 y el 20% de todas las SCID y es una enfermedad producida
como consecuencia de la mutacion del enzima adenosina-desaminasa lo cual produce
su déficit. Esta enzima en condiciones normales cataliza la desaminacién de Ia
desoxiadenosina a adenosina, por lo que su ausencia determina un acumulo de
desoxiadenosina trifosfato, que es un metabolito téxico que afectara a la funcion de
los linfocitos By T lo que hard que haya un descenso de la produccién de anticuerpos.
Esta enfermedad puede debutar a partir de los dos afos de vida, condicién que se
conoce como “niflos burbuja”, los cuales son nifios incapaces de desarrollar una
respuesta inmunitaria adecuada. El trasplante de médula 6sea de un donante
compatible (hermano) constituye la mejor alternativa terapéutica. Sin embargo, si no
disponemos de donante, los pacientes pueden ser tratados con ADA bovina pegilada
(PEG-ADA) que, en la mayor parte de los casos, corrige parcialmente la deficiencia
inmune. ™%’

La terapia génica dirigida a la curacién de esta enfermedad comenzd en el afio
1990 y fue el primer ensayo de terapia génica exitoso. Esta terapia fue llevada a cabo
por los doctores W. French Anderson y Michael Blaese, fue aplicada en dos nifias, de 4
y 9 afios, y consistid en la introduccidn ex vivo del gen ADA en linfocitos T mediante un
retrovirus. Dado que los linfocitos no son células madre y tienen una duracién
temporal limitada se sabia que, aun en el caso de que el ensayo tuviese éxito, la
curacion no seria definitiva por lo que tendria que ser repetida a intervalos regulares.
Aunque los resultados fueron positivos y las nifias pudieron llevar desde entonces una
vida normal, el tratamiento hubo de ser repetido, primero cada 1-2 meses y
posteriormente cada 3-6 meses. Sin embargo, es dificil hacer una evaluacién precisa
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del mismo ya que la paciente fue tratada simultdneamente con PEG-ADA, un farmaco
que incluye la proteina ADA normal y que es utilizado en los tratamientos
convencionales de esta enfermedad.6 Doce aiflos mas tarde, los pacientes asi tratados,
a los que se les mantuvo la terapia con PEG-ADA, expresaban la enzima, pero a unos
niveles muy bajos, probablemente subterapéuticos.

Sin embargo, posteriormente, cientificos italianos del Hospital S. Raffaelle de
Milan llevaron a cabo un ensayo clinico en dos pacientes afectos de esta enfermedad
utilizando la misma estrategia pero sin llevar a cabo la mieloablacién y suspendiendo el
tratamiento con PEG-ADA, lo cual era lo que probablemente anulaba la ventaja
selectiva de las células genéticamente modificadas en el primer ensayo, y obtuvieron
la reconstitucion eficiente del sistema inmune de ambos pacientes.”

Tenemos que tener en cuenta que, al igual que en la SCID-X1, las células
genéticamente modificadas presentan una fuerte ventaja selectiva para proliferar o
escapar de la apoptosis.'* Ademds, el tratamiento de las enfermedades hematoldgicas
es relativamente mas facil debido a la capacidad de llevar a cabo la terapia génica ex
vivo, es decir, en este caso el gen puede introducirse en los linfocitos o la médula ésea
y el tejido diana se puede cultivar y seleccionar en el laboratorio antes de su
reimplantacién. Este protocolo constituye uno de los ejemplos mas significativos de la
eficacia y la seguridad que la terapia génica puede ofrecer a pacientes con
enfermedades monogénicas.?’

El 27 de Mayo de 2016 el Comité de la Agencia Europea de Medicamentos aprobd
la comercializacién de este tipo de terapia génica bajo el nombre de Strimvelis en
pacientes con SCID-ADA que no podian ser tratados con trasplante de médula dsea. El
Comité de Medicamentos de Uso Humano (CHMP) de la Agencia decidié que los
beneficios de Strimvelis eran mayores que sus riesgos, ya que mejoraba la
supervivencia de los pacientes, por lo que recomendd autorizar su uso en la UE. Los
beneficios de Strimvelis se han demostrado en un estudio en el que participaron 12
pacientes con ADA-SCID. Los pacientes del estudio no tenian un donante adecuado de
médula dsea y el tratamiento alternativo no habia funcionado o no estaba disponible.
Todos los pacientes recibieron tratamiento con Strimvelis y permanecian con vida 3
afos después del tratamiento. La tasa de infecciones graves se redujo después del
tratamiento y siguidé disminuyendo con el seguimiento a largo plazo, mas alld de 3
afos. En relacidén con la seguridad, Strimvelis se tolerd relativamente bien aunque los
datos son limitados debido al escaso numero de pacientes estudiados. El efecto
adverso mds frecuente, que puede afectar a 1 de cada 10 pacientes, es la fiebre.
Ademas, puesto que Strimvelis se produce utilizando un retrovirus, podria haber un
riesgo potencial de cancer causado por cambios involuntarios en el material genético,
aungue hasta ahora no se han observado casos de este tipo. También existe un riesgo
potencial de enfermedad autoinmunitaria. Sin embargo, hay medidas en vigor
destinadas a monitorizar estos acontecimientos una vez que el medicamento estd en
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uso, mediante la utilizacién de un registro de pacientes para estudiar su evolucion a
largo plazo.z“’25
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Figura 10. Ensayo clinico en SCID-ADA °

INMUNODEFICIENCIA SEVERA COMBINADA LIGADA AL CROMOSOMA X (SCID-X1)

La inmunodeficiencia severa combinada ligada al cromosoma X (SCID-X1)
representa aproximadamente la mitad de todos los casos de SCID y es una enfermedad
caracterizada por un defecto en el gen de la cadena gamma comun (yc), la cual es
responsable de codificar una parte de los receptores de las interleucinas 2, 4,7,9, 15y
21. Se manifiesta como una ausencia casi total de linfocitos B, Ty NK, lo cual dara lugar
a infecciones graves durante los primeros afios de vida 14 El protocolo de terapia
génica llevado a cabo por el grupo francés de M. Cavazzana-Calvo y A. Fischer en el afio
2000, consistié en la introduccién ex vivo del gen yc en linfocitos T CD34+ mediante
retrovirus, en ausencia de tratamiento mieloablativo. En 9 de los 10 nifios tratados, los
recuentos de linfocitos T alcanzaron cifras normales y con ello una evidente mejoria
clinica. Posteriormente, estos resultados fueron confirmados por el equipo de Adrian
Thrasher en Londres, los cuales obtuvieron una eficacia terapéutica del 100% al
producir una mejoria clinica en los 6 pacientes tratados *?. La clave del éxito viene
determinada por el hecho de que las células genéticamente modificadas presentan
una ventaja selectiva para proliferar, mientras que las células no corregidas mueren
por apoptosis, lo cual da como resultado una repoblacidn completa por células Ty NK
genéticamente corregidas.>
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Sin embargo, 3 de los 10 pacientes tratados en el ensayo clinico francés,
desarrollaron posteriormente leucemia linfocitica, lo cual supuso una desagradable
sorpresa para toda la comunidad médica y cientifica. Se comprobd que en ambos casos
el retrovirus utilizado se habia insertado cerca de la region reguladora del
protooncogén LMO2 2 Estudios posteriores evidenciaron que los retrovirus se
insertan preferentemente en la proximidad o dentro de genes que se estdn
transcribiendo activamente en el momento de la transduccién °. Estos dos casos de
leucemia generaron una gran respuesta por parte de los medios de comunicacién y la
sociedad, asi como escepticismo por parte de la comunidad cientifica. Como
consecuencia de ello, algunos paises prohibieron los ensayos clinicos con vectores
integrativos, lo cual condujo a una profunda recesidon en el campo, llegdndose a la
paradoja de que habia nifios con SCID-X1 a los que se les estaba negando una terapia
gue podria salvarles la vida. El riesgo estimado de desarrollar leucemia por el
tratamiento con retrovirus era del 15% (2 de 16 nifios tratados) y la Unica alternativa
terapéutica era un trasplante alogénico de médula dsea que presentaba una
probabilidad de éxito del 90%, siempre y cuando el donante fuese un hermano
compatible (disponible en menos de un tercio de los casos), o del 70% en caso de que
el donante no fuera familiar del paciente. Sin embargo, los pacientes que son tratados
con el trasplante de un donante no familiar, frecuentemente presentan
complicaciones como la enfermedad del injerto contra el huésped o un riesgo
aumentado de linfoma. Esto representaba un gran dilema ético, ya que la terapia
génica constituia una alternativa superior al trasplante no relacionado. La realidad era
que la terapia génica habia salvado la vida a 15 de los 16 pacientes tratados (10 en
Francia y 6 en Gran Bretafia) y que los 2 pacientes que habian desarrollado leucemia
recibieron un trasplante de médula dsea no relacionado y se encuentran en remisién.
En este momento, muchos paises han eliminado la prohibicién de la utilizacién de
vectores integrativos o en su defecto lo permiten en casos individualizados.**

Retroviral vector carrying
CD34* stem cells enriched e Cytokine receptor gene
by magnetic bead-antibody

30-150 ml of bone ; Transduce cells in plastic
marrow aspirated under Infuse 14-38 million bag for 3 days;
general anesthetic cells per kg body weight cells multiply 5-8-fold

Figura 11. Ensayo clinico en SCID-X1 °
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HEMOFILIA (A y B)

La hemofilia es una enfermedad genética que sigue un patréon de herencia
mendeliana recesivo ligado al cromosoma X. Se caracteriza por un defecto de la
coagulaciéon de la sangre debido al déficit de uno de los factores que intervienen en
ella y que se manifiesta por la apariciéon de episodios de hemorragias espontaneas. El
factor deficitario es el factor VIl en la hemofilia A, y el factor IX en la hemofilia B. Los
niveles de factores de coagulacidon en plasma determinan la categoria de la hemofilia
en leve (5-50% de los niveles normales), moderada (1-5% de los niveles normales) y
severa (<1% de los niveles normales), esto determina un rango posible de clinica desde
sangrados solo tras lesiones o cirugias hasta episodios de sangrados espontaneos sin
una causa identificable.>*

Actualmente, estos pacientes son tratados mediante la inyeccién de concentrados
del factor de coagulacién del cual presentan un déficit, lo cual mejora su calidad de
vida y prolonga su esperanza de vida. Sin embargo, este tratamiento no es curativo, su
precio es muy elevado, y en ciertas ocasiones algunos pacientes desarrollan
anticuerpos inhibidores contra los factores de coagulacién administrados, lo que hace
gue este tratamiento no sea efectivo. Por ello el desarrollo de la terapia génica en esta
enfermedad es muy importante para poder conseguir unos niveles altos mantenidos a
lo largo del tiempo.*

En las ultimas dos décadas, se han llevado a cabo estudios tanto in vivo como ex
vivo con diferentes tipos de vectores, tanto virales como no virales, dirigidos contra
diferentes tipos de células: células madre hematopoyéticas, que expresaran el gen en
su progenie a lo largo del tiempo, y hepatocitos y células del musculo esquelético, que
son células que no se dividen. Parece légico pensar que en la hemofilia deberiamos
utilizar los hepatocitos como diana de la terapia génica ya que los factores de
coagulacién son fabricados en el higado. Sin embargo, es importante considerar otros
tejidos, sobretodo en pacientes que presenten algun tipo de hepatopatia. En estos
estudios se comprobd que los vectores mas prometedores parecian ser los lentivirus
(retrovirus) y los virus asociados a adenovirus, los cuales habian sido utiles en modelos
animales (ratones y perros). >3

Esto hizo que se llevara a cabo un ensayo clinico en pacientes con hemofilia A
severa. Los pacientes toleraron bien el tratamiento pero la actividad del factor de
coagulacion VIII aumentd sélo ligeramente en unos pocos casos y ademas la expresion
fue transitoria. Esta falta de eficacia podria estar explicada por las caracteristicas del
vector utilizado, un y-retrovirus (virus de la leucemia murina), el cual sélo actua sobre
células en divisién. Los lentivirus parecen ser vectores mas adecuados en este caso ya
gue a pesar de ser un tipo de retrovirus al igual que el y-retrovirus, se diferencian en
gue no necesitan células en divisién para poder integrarse en su genoma. Por este
motivo son capaces de actuar sobre los hepatocitos, resultando en una transferencia
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génica mas eficiente. Tenemos que tener en cuenta que en el higado ademas de
hepatocitos también estan presentes las células presentadoras de antigenos (CPA), lo
gue hace que aumente el riesgo de una respuesta inmune contra los factores de
coagulaciéon VIII y IX. Esto ocurre sobre todo cuando los promotores usados no son
especificos para hepatocitos. Ademas otro de los posibles efectos secundarios nocivos
de esta terapia, seria la mutagénesis insercional y la activacidon de oncogenes. En los
casos en los que utilicemos las células madre hematopoyéticas, podria ser de gran
ayuda el uso de busulfan como régimen de preacondicionamiento de la médula dsea,
lo cual facilitara el desarrollo y proliferacién de las células madres en las que han
actuado los vectores, aunque esto puede suponer el desarrollo de efectos secundarios
graves como la aparicién de leucopenia, plaguetopenia y anemia secundaria a la
mielosupresion. Ademds de las células madre hematopoyéticas, las células
endoteliales también pueden ser objetivo de este tipo de terapia génica, ya que al
expresar el factor de Von Willebrand, estabilizan el factor VIII, y por lo tanto podrian
mejorar la eficacia terapéutica. Sin embargo, sigue siendo un reto generar
progenitores endoteliales que sean capaces de desarrollarse de manera eficiente y
persistente. 30

Otro de los vectores que podemos utilizar serian los virus asociados a adenovirus,
en concreto, el mas utilizado ha sido el serotipo 2. Este tipo de vector presenta como
desventaja la poca capacidad de almacenamiento, lo que supone un obstdculo para el
transporte de los genes de factores de coagulacién que queremos utilizar. El uso de
este tipo de vectores presenta un futuro prometedor debido a que, por ejemplo, ya ha
mostrado eficacia clinica en pacientes con ceguera congénita. La primera terapia
génica en la que se utilizé este vector para el tratamiento de la hemofilia tuvo como
objetivo las células musculoesqueléticas. Estas células normalmente no producen FVIII
ni FIX pero tienen como ventaja el facil acceso a ellas. Herzog et al. ya demostraron
una expresion estable del FIX en perros 31 Nathwani et al llevaron a cabo un ensayo
que incluyd a diez pacientes con hemofilia B severa. A estos les administré una Unica
dosis del virus asociado a adenovirus serotipo 8, resultando en una expresién a largo
plazo del factor IX asociado con una mejoria de la clinica. Ademas en un seguimiento
de tres afios, no aparecié ningun tipo de efecto secundario relacionado con la terapia.
Aunque la eliminacién mediada por la inmunidad de los hepatocitos transducidos sigue
siendo una preocupacion, este proceso puede ser controlado con un curso corto de
glucocorticoides sin pérdida de expresion transgénica.>

En vista del éxito de los ensayos realizados hasta el momento, parece que en un
futuro no muy lejano se producira la comercializacién de esta terapia; en concreto, del
tratamiento AMT-060 para la hemofilia B, el cual ha sido recientemente distinguido
como medicamento prioritario (PRIME) por la Agencia Europea del Medicamento
(EMA), y que previamente habia sido designado “breakthrough therapy” por la agencia
americana FDA. ®°
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AMAUROSIS CONGENITA DE LEBER

La amaurosis congénita de Leber (LCA) es una retinopatia de origen genético,
caracterizada por un grave déficit visual en los nifios desde los primeros meses de vida
producida como consecuencia de una gran pérdida de conos y bastones en toda la
retina desde el nacimiento. Se caracteriza por su gran heterogeneidad tanto clinica
como genética, aunque su patrén de herencia es generalmente autosémico recesivo,
se han descrito casos con herencia autosdmica dominante. Su prevalencia se estima en
1 de 81000 nacidos vivos y no existe ningun tratamiento eficaz hasta la fecha, de ahi
que la terapia génica pueda jugar un papel importante en esta enfermedad.

La clasificacion genética OMIM reconoce actualmente 18 tipos de LCA.
Aproximadamente el 6% de los casos son constituidos por la LCA tipo 2, que es
producida por la mutacion del gen RPE65 (retinal pigment epithelium-specific 65 kDa
protein), el cual juega un papel fundamental en el ciclo visual. Esta proteina es la
enzima encargada de regenerar el pigmento visual después de la exposicién a la luz.
Un déficit de RPE65 funcional resulta en una deficiencia de 11-cis retinal, de modo que
los bastones son incapaces de responder a la luz. Los conos pueden tener acceso al
cromoéforo 11-cis-retinaldehido a través de una via alternativa que no depende del
epitelio pigmentario retiniano derivado de RPE65, permitiendo asi la visién en nifos
con amaurosis congénita de Leber. Sin embargo, la degeneracién progresiva de los
fotorreceptores y el acimulo toxico de ésteres de retinilo, conlleva la produccién de
un deterioro severo en la vista ya detectable en adultos jévenes.

Gracias a este conocimiento se llevaron a cabo ensayos clinicos tanto en
animales como en humanos en los que se vio que esta técnica era segura y eficaz a la
hora de restaurar la vision en la mayor parte de los sujetos sometidos a la terapia. En
cuanto al vector, el virus asociado a adenovirus ha demostrado ser seguro y eficaz para
la administracién génica en esta enfermedad. Actualmente, al menos 9 serotipos han
sido evaluados para su uso ocular.
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Los primeros ensayos clinicos fueron llevados a cabo en ratones menores de 2,5
meses, que presentaban un déficit de la proteina RPE65. En este ensayo se administré
el vector virus asociado a adenovirus serotipo 1 en la zona subretiniana, tras lo cual se
obtuvieron resultados positivos en aproximadamente el 75% de los ratones, objetivado
gracias a la evaluacion a través de electrorretinografia. Ademas, también se probd la
utilizacidon de otros serotipos, como por ejemplo, el serotipo 5, que también mostré
una alta eficacia en la electrorretinografia, en la que se observd la restauracién de la
funcién de la retina. Otro de los serotipos probados fue el serotipo 2, que sin embargo,
a diferencia de los otros, mostré menos capacidad de transduccion.®

Los estudios llevados a cabo en perros que presentaban alteraciones en el gen
RPEG5 proporcionaron un importante impulso para el desarrollo de ensayos clinicos de
ese tipo en humanos. En el primer ensayo clinico llevado a cabo en perros, se inyectd
un virus asociado a adenovirus serotipo 2 que contenia el gen RPE65. En algunos
perros fue inyectado en la zona subretiniana y en otros en el interior de la cavidad
vitrea. Tras 3 meses, las respuestas observadas en la electrorretinografia fueron mas
favorables para aquellos perros que fueron inyectados en la zona subretiniana que
aquellos que recibieron la administracion dentro de la cavidad vitrea. Estos ultimos, de
hecho, no mostraron ninguna mejoria respecto a los perros no tratados. Acland et al
llevaron a cabo en 2005 un estudio que consistia en la inyeccidn subretiniana de RPE65
cDNA en 26 ojos de perros, los cuales fueron comparados con 45 controles, que eran
perros con la misma enfermedad pero no tratados. Del total de los 26 perros tratados,
23 mostraron mejoria en la funcion visual. Este experimento fue el primero en
demostrar la restauracién casi completa de ambos fotorreceptores, tanto conos como
bastones. *°

Jacobson et al investigaron la toxicidad de esta terapia, en la que encontraron
como efectos adversos una moderada reaccidon conjuntival en 15 de los 30 perros
tratados, que disminuyd a los 3 meses, la aparicién de cataratas en 6 de los 30 perros
estudiados y la apariciéon de una lesidon pigmentada en el lugar de inyeccién a los 3
meses en 25 de los 30 perros tratados. Ademas en aquellos perros que fueron tratados
con dosis altas del vector, aparecié un adelgazamiento de la capa nuclear externa de la
retina. >’

En cuanto a la mejora a largo plazo de la funcidn retiniana en perros tras la
aplicacion de esta terapia génica, la respuesta de la electrorretinografia se mantuvo
intacta tras 3 afnos de seguimiento de los dos animales inyectados a los 4 meses de
edad por Acland et al en 2001 *, al igual que tras un afio de seguimiento en los 2
perros de 8 meses inyectados en la zona subretiniana por Le Meur et al.*

Este tipo de vector también fue probado en monos, animales cuya anatomia
ocular es muy similar a la de los humanos. Los primeros ensayos clinicos buscaban
determinar la seguridad, eficacia y especificidad del vector, por lo que introdujeron en
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su interior el gen que codifica para la proteina verde fluorescente (GFP), y todo ello lo
inyectaron en 4 monos. Tras 1 afio de la inyeccién, la expresion del gen se mantenia
estable en las células de la retina y ademas sin mostrar ningun tipo de toxicidad.

Los tres primeros ensayos clinicos llevados a cabo en humanos, tuvieron lugar
en el afio 2007 y fueron llevados a cabo por la University College London, Moorfields
Eye Hospital de Londres, Children’s Hospital of Philadephia (CHOP), Second University
of Napoli, University of Pennsylvania (UPenn) y University of Florida (UFL). En estos
ensayos se incluyeron entre 9 y 12 pacientes con edades comprendidas entre los 5y
los 44 afios y se utilizd el vector AAV serotipo 2 para la insercién de RPE65. En cada
ensayo clinico, los pacientes fueron divididos en 3 cohortes, dependiendo de la dosis
administrada (baja, media o alta).®®

Los primeros objetivos de esta terapia fueron la determinacién de la seguridad
de la técnica. Respecto a este punto, no se evidencié ningun tipo de evento adverso en
cuanto a toxicidad o aparicién de respuesta inmune. La inyeccion intraoperatoria
concluyd con normalidad sin ninguna complicacion en todos los pacientes excepto en
un paciente del ensayo clinico llevado a cabo por CHOP, que presentd una perforacion
macular, y un paciente del ensayo clinico llevado a cabo por UPenn / UFL, que
presenté un adelgazamiento de la févea.?’

El segundo objetivo del estudio consistia en determinar la eficacia del ensayo
que fue determinado gracias a la evaluacién de la sensibilidad retiniana, la respuesta
pupilar, el campo visual, la agudeza visual, el nistagmo, la movilidad y / o respuesta a la
estimulacion luminica®:

- Sensibilidad retiniana: los tres ensayos clinicos informaron mejoria de Ia
sensibilidad de la retina (aumento de la sensibilidad a la luz, localizada en las
regiones retinianas tratadas) en la mayor parte de los pacientes, tanto a corto
como a largo plazo. El ensayo llevado a cabo por CHOP informé de la mejora en la
visidon de luz tenue por parte de los 12 sujetos del ensayo, comenzando la mejoria
en algunos pacientes 2 semanas después de la cirugia, y que permanecia en el
seguimiento a los 1,5 afos. En el estudio de la UPenn / UFL, los tres pacientes en la
cohorte de dosis baja informaron aumento de la visidn en condiciones de luz tenue
en el ojo del estudio. A su vez, el estudio de Moorfields informé mejoria en la
sensibilidad de la retina en uno de los tres pacientes en la cohorte de dosis bajas.

- Respuesta pupilar: de los 11 pacientes evaluados para la respuesta pupilar de la
retina a la luz en el ensayo CHOP, todos habian mejorado, de hecho, un nifo de 8
afios de edad incluido en el ensayo habia alcanzado casi el mismo nivel de
sensibilidad a la luz que el de los nifios de su misma edad con una vision normal.
Dentro de los primeros tres pacientes tratados en este mismo estudio, la mejora de
la respuesta pupilar persistio en el seguimiento tras 1,5 afios. El estudio UPenn /
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UFL encontré que dos de los tres pacientes evaluados tenian un reflejo pupilar
mejorado al mes del tratamiento.

Campo visual: el estudio CHOP encontré una mejoria en el campo visual de los 12
pacientes del estudio: en el 1°" mes para 10 de los pacientes, a los 2,75 meses para
el 112 paciente y a los 4,75 meses para el 122 paciente. Ademas, estas mejoras se
mantuvieron en el seguimiento de 1,5 afios. El estudio UPenn / UFL encontrd un
aumento de los campos visuales en el 1* mes para los tres pacientes en la cohorte
de dosis bajas, que seguia manteniéndose al afio. El estudio de Moorfields no
encontrd ningln cambio clinicamente significativo en los campos visuales de los
tres pacientes en la cohorte de dosis bajas.

Agudeza visual: el ensayo clinico llevado a cabo por CHOP informd de una
significativa mejoria en la agudeza visual en los tres pacientes en la cohorte de
dosis baja, en tres de seis pacientes en la cohorte de dosis intermedia y en uno de
tres pacientes en la cohorte de dosis alta. Esta mejora continué o se mantuvo
estable hasta el seguimiento a los 1,5 afios. Los otros dos ensayos clinicos no
encontraron cambios estadisticamente significativos en la agudeza visual en un
total de seis pacientes seguidos durante un afo.

Desarrollo de pseudo-fovea: en el ensayo clinico UPenn / UFL, un paciente informé
una mejora de la vision en el seguimiento al afo, aunque las pruebas no mostraron
cambios medibles en la agudeza visual o sensibilidad visual. Los investigadores
cuantificaron la fijacién de la mirada de este paciente a dianas de luz tenue, asi
como el tiempo de permanencia de la fijacién. Los resultados sugieren que la lenta
ganancia visual de este paciente fue acompaiiada en el ojo tratado por un cambio
en la fijacién foveal en el area tratada de la retina, que cred una pseudo-fovea.

Nistagmo: Los investigadores encontraron una reduccidén medible en el nistagmus
en los tres primeros pacientes del estudio CHOP, y esta mejora se mantuvo en el
seguimiento a los 1,5 afos. Sin embargo, ningln paciente en los estudios UPenn /
UFL o Moorfields mostré una reduccién del nistagmo.

Movilidad: Cuatro pacientes en el estudio CHOP mejoraron la movilidad tras la
terapia génica Un paciente en el estudio de Mororfields mostré una mejor
movilidad después del tratamiento en las visitas de seguimiento de 5 y 6 meses.

Respuesta en la electrorretinografia: No fueron detectadas mejoras en la
electrorretinografia en ninguno de los tres ensayos clinicos excepto en un paciente.
Sin embargo, es posible que la mejora no haya podido determinarse debido a que
el area tratado era demasiado pequefia para producir una respuesta favorable.
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Figura 13. Terapia génica en amaurosis congénita de Leber *°

Posteriormente a estos tres primeros ensayos clinicos en humanos en los que
mostraron seguridad y una modesta eficacia, se inici6 un cuarto ensayo en 15
pacientes llevado a cabo por Jacobson et al en 2011 en el que utilizaron el mismo
vector y se les sigui6 a lo largo de 3 afios. En este, mas alla de los incrementos iniciales
en la sensibilidad visual después del tratamiento, se detecté un movimiento lento y
progresivo de fijacion durante muchos meses desde la févea anatémica a la regién
retiniana tratada, al igual que en los otros tres ensayos clinicos. La mejora de la funcién
visual se presentd en todos los pacientes en diferente grado sobre todo en las zonas
tratadas. Ademas, no se observé ninguna toxicidad sistémica y los Unicos eventos
adversos presentados fueron debidos al procedimiento quirljrgico.56

Sin embargo, el ensayo clinico mas avanzado en este campo es el realizado por
Spark Therapeutics (Filadelfia, PA), una spin-off del Children's Hospital of Philadelphia.
Spark Therapeutics anuncié el 9 de Enero de 2017 nuevos datos muy alentadores
sobre el seguimiento de cuatro afios de pacientes de su ensayo clinico. El 18 de mayo
de 2017, la compaiiia solicitd la BLA (biologics license application) a la FDA, es decir, la
aprobaciéon para la comercializacion de voretigene neparvovec, nombre que
adjudicaron al vector utilizado, un AAV serotipo 2. No hay garantias de que el
tratamiento sera aprobado, pero dados los datos de seguridad clinica y eficacia
reportados en los Ultimos afos, tenemos buenas razones para ser cautelosamente
optimistas. La aprobaciéon, por tanto, lo convertiria probablemente en la primera
terapia génica aprobada por la FDA para una enfermedad ocular.>”>®

Spark.
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DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE Y BECKER

La distrofia muscular de Duchenne es una miopatia de origen genético con un
patréon de herencia de tipo recesivo ligado al cromosoma X, por lo que se manifiesta
mas comunmente en hombres que en mujeres, que normalmente suelen ser
portadoras. Es una enfermedad monogénica producida por mutaciones de pérdida de
funcién en el gen denominado distrofina. La distrofia muscular de Becker es producida
por el mismo mecanismo, sin embargo, en este caso, lo que ocurre es que la deleccién
impide la fabricacién de una gran parte de la proteina normal, fabricando una
distrofina mads corta. La distrofina es la proteina encargada de conectar los filamentos
de actina con la matriz extracelular, por lo que al existir esta mutacién, se va a producir
la degeneraciéon de las células musculares que serdn reemplazadas por tejido
adiposo.*!

Para que la terapia génica en esta enfermedad se lleve a cabo con éxito, se
necesitara llevar a cabo una administracién sistémica de la distrofina funcional, que
consiga llegar a la mayor parte de las células de musculo estriado y si es posible
también a las células de musculo liso. Estudios recientes sugieren que el vector mas
recomendable en este caso seria el virus asociado a adenovirus, a pesar de su pequena
capacidad de almacenamiento. El desarrollo de ADNc de micro-distrofina sintética
regulado por promotores especificos del musculo, parece mostrar unos resultados
prometedores para poder superar este obstaculo. A su vez, también se propuso la
utilizacién de la administracion de varios vectores al mismo tiempo, cuyas respectivas
secuencias génicas se unirian por recombinacién homéloga en el tejido diana.*?

En cuanto al vector utilizado, en la actualidad no se ha alcanzado un consenso de
opinién en cuanto a qué serotipo muestra mejor eficacia de transduccién en los
diferentes tejidos. Sin embargo, una serie de estudios han demostrado una alta
eficiencia de transduccion de los virus asociados a adenovirus serotipos 1,6, 7, 8y 9 en
el musculo estriado. La principal barrera para la aplicacién de este enfoque terapéutico
es la necesidad de desarrollar estrategias para administrar estos vectores que
contienen la micro-distrofina sin producir ningun tipo de toxicidad o estimulacion de
una respuesta inmune perjudicial contra el vector o la distrofina.*?

Los modelos animales para DMD han sido indispensables para proporcionar una
comprensién mas completa de la progresién de la enfermedad, la patogénesis y la
evaluacidn de nuevas terapias. El modelo DMD mas utilizado es el ratdon mdx, el cual
presenta una mutacién puntual que conlleva la produccidn de una distrofina pequena
no funcional. Como resultado, el ratén presenta una DMB. La liberacién sistémica en
estos ratones, tanto por via intravenosa como por via intraarterial (femoral), del vector
serotipo 6 que contiene la micro-distrofina, ha sido efectiva para llevar a cabo la
transduccidon completa en todas las células musculares de su cuerpo. También se han
mostrado igualmente eficaces los serotipos 8 y 9. Sin embargo, la administracién
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sistémica en modelos caninos ha mostrado ser un desafio mayor. En primer lugar,
debido al mayor tamano del animal, la cantidad necesaria de vector es mucho mayor.
En segundo lugar, la respuesta inmune a su vez es mayor, por lo que todo ello resultara
en una menor expresion del gen transducido.”?

Dado los muchos desafios que aun existen, los ensayos clinicos actuales no han
progresado mas alla de la fase |, que Unicamente tiene como objetivo determinar la
eficacia en la entrega del transgen al musculo y la evaluacién de la respuesta inmune.
En un ensayo clinico llevado a cabo en 6 nifios de entre 5 y 11 afios, se les inyectd en el
biceps el vector, un hibrido entre el serotipo 1 y 2, que contenia el gen funcional.
Previamente a esto, 4 horas antes en concreto, se les habia administrado
metilprednisolona para evitar la respuesta inmune. Los primeros resultados
observados en biopsias musculares y andlisis bioquimicos de la sangre de estos
pacientes mostraron poca presencia de distrofina en los 6 nifios, asi como una
respuesta inmune contra la micro-distrofina en 2 pacientes y contra la capside del
vector en 5 pacientes. Por lo tanto, parece que la expresién génica puede haber sido
disminuida por esta respuesta inmune.

Algunas de las soluciones a este problema podrian ser la introduccién en el vector
de un promotor especifico para las células musculares, la utilizacidon de otro serotipo
del vector, la llevada a cabo de estrategias eficaces para bloquear la respuesta inmune
o la administracién de micro-utrofina en el lugar de micro-distrofina.*?

Durante el desarrollo del musculo fetal humano, la utrofina se encuentra en el
sarcolema antes de que se exprese la distrofina. Una vez que la distrofina se expresa,
la utrofina desaparece de la membrana. En el musculo adulto normal, la utrofina se
localiza en la sinapsis neuromuscular y en las uniones miotendinosas donde participa
en el mantenimiento de la membrana postsinaptica y en el agrupamiento del receptor
de la acetilcolina. En los musculos de pacientes con Duchenne y de mujeres
portadoras, la expresién de la proteina utrofina esta muy aumentada, aunque no lo
suficiente como para compensar la ausencia de distrofina.”

La utrofina constituye una proteina similar a la distrofina, comparte con ella
similitudes tanto en estructura como en funcién, por lo que se ha mostrado capaz de
sustituirla. Una ventaja adicional proviene del hecho de que la utrofina se expresa
ampliamente en pacientes con DMD y por lo tanto el suministro genético evitaria
respuestas inmunes celulares destructivas como ocurre con la distrofina. Ademas, se
ha evidenciado la capacidad de la utrofina para compensar y por lo tanto aliviar las
consecuencias de la falta de distrofina en la zona de la falange distal del pie y los
musculos extraoculares, donde la expresion de utrofina es normalmente alta y cuyos
musculos son resistentes a la distrofia en pacientes con DMD. En ratones mdx, se ha
observado que la administracion intravenosa del vector con la micro-utrofina producia
un aumento en el tamafo de las miofibrillas ademas de una mejora del rendimiento
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fisiolégico comparado con los ratones no tratados. Por lo tanto, podemos concluir que
habia una evidente mejora del fenotipo distréfico.*

FIBROSIS QUISTICA

La fibrosis quistica es una de las enfermedades monogénicas mas frecuentes en la
raza caucasica. Se caracteriza por presentar una herencia autosémica recesiva
producida por una mutacién en el gen que codifica para la proteina reguladora de la
conductancia transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR), situado en el brazo largo
del cromosoma 7. Esta proteina interviene en el paso del ion cloro a través de las
membranas celulares y su deficiencia altera la produccién de sudor, jugos gdstricos y
moco. La enfermedad se desarrolla, por tanto, cuando ninguno de los dos alelos es
funcional. Afecta principalmente a los pulmones, y en menor medida al pancreas,
higado e intestino, provocando la acumulaciéon de moco espeso en estas zonas y un
sudor con cantidades excesivas de sal por parte de las glandulas sudoriparas al no ser
capaces de reabsorber el cloro. Es uno de los tipos de enfermedad pulmonar crénica
mds comun en nifios y adultos jévenes, y es un trastorno potencialmente mortal. Los
pacientes suelen fallecer por infecciones pulmonares debido a Pseudomonas o
Staphylococcus.

La fibrosis quistica fue definida por primera vez en 1938, pero el gen CFTR no fue
identificado hasta 1989, lo que abrid las puertas hacia el desarrollo de la terapia génica
en esta enfermedad. Hasta la fecha han sido identificadas mas de 1990 mutaciones
dentro del gen CFTR, agrupadas en 6 clases, pero no todas han sido categorizadas
como causantes de enfermedad. La mutacién mas frecuente en todo el mundo es una
deleccion de fenilalanina, Phe508del, anteriormente llamada AF508.%3

La utilizaciéon de antibidticos, suero salino hiperténico y mucoliticos como la
dornasa alfa, han aumentado la supervivencia que se encuentra actualmente en torno
a los 40 afios. Sin embargo, la supervivencia en esta enfermedad podria incrementarse
si conseguimos una terapia génica eficaz y segura en el ser humano. Hasta la fecha se
han llevado a cabo aproximadamente 26 ensayos clinicos que involucraron a 450
personas. La mayor parte de los ensayos fueron cortos e incluyeron un pequefio
nimero de pacientes. Su fin no era alcanzar un beneficio clinico sino establecer la
seguridad de la transferencia génica.

La primera duda que se nos plantea para llevar a cabo un ensayo de terapia génica
en esta enfermedad es el tipo de célula al que dirigiremos la terapia. El gen CFTR se
expresa en varias zonas y células del pulmon, pero parece que las células epiteliales de
la via aérea son las células mas adecuadas para llevar a cabo la transferencia génica.
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En cuanto al vector, los adenovirus fueron los primeros usados para esta terapia,
debido a su tropismo natural por el pulmén y su gran capacidad de almacenamiento.
Sin embargo, desde 1994, se llevaron a cabo 9 ensayos clinicos en los que fue utilizado
este vector, y en los que se observé que no era adecuado para esta terapia. Esto era
debido a que la transferencia génica no era muy eficiente y ademas era transitoria. Asi
mismo, se produjeron respuestas inmunoldégicas lo que disminuian aun mas su eficacia.

Otro tipo de vectores utilizados fueron los virus asociados a adenovirus, que tenian
en comun con los adenovirus su tropismo por el pulmén, pero tenian mucha menos
capacidad de almacenamiento. En 1998 fue publicado el primer ensayo clinico con este
vector, en concreto el virus asociado a adenovirus serotipo 2, aunque mas tarde se
veria que otros serotipos parecian tener una mayor eficacia de tranferencia génica.
Tras este primer ensayo, se llevaron a cabo 6 ensayos clinicos mas en tan sdélo 8 afios.
En la fase | se administré una sola dosis en la que se comprobd la seguridad de esta
técnica, la cual arrojé resultados positivos. Tras esto se llevd a cabo un estudio en el
gue se administraron varias dosis, y con el cual se intentaba detectar si esta terapia
producia una mejora de la funcidn pulmonar, lo cual no fue asi. Estos resultados tan
desalentadores podrian ser consecuencia de una baja eficacia en la transferencia
génica de estos vectores, ineficacia del promotor utilizado in vivo a pesar de sus
buenos resultados ex vivo y el desarrollo de una respuesta inmune que hace ineficaz la
administracion repetida. Otra de las barreras que debe ser paliada en un futuro fue
descrita por Mint et all, el cual demostré que la presencia de infecciones respiratorias
en el momento de la trasferencia o infecciones respiratorias resueltas recientemente,
disminuian la eficacia de la transferencia génica, lo cual es muy importante ya que la
mayoria de los pacientes sufren este tipo de infecciones.”*

Liu et al demostraron la capacidad de estos vectores para transducir células madre
en los pulmones de ratones, lo que significaria que de tener la misma eficacia en
humanos, ayudaria a vencer el problema de las administraciones repetidas*. A su vez,
Faust et al demostraron que la eliminacién de los dinucleétidos CpG de dicho vector
reduciria la activacién del receptor Toll-like 9 y por tanto reduciria la inflamacién y
prolongaria la expresion del gen transferido.*®

Como hemos mencionado anteriormente, el vector virus asociado a adenovirus
tiene una capacidad limitada de almacenamiento, practicamente lo que ocupa el gen
CFTR, que es aproximadamente 4.7 kb, lo cual no permite la introduccién de un
promotor potente. Por ello, una de las estrategias propuestas fue la utilizacién de 2
vectores, es decir 2 virus asociado a adenovirus, usando asi el trans-splicing. Otra de
las estrategias, propuesta por Yan et al, fue la utilizacién de virus quiméricos
constituidos por la capside de un parvovirus, el HBoV1, dentro de la cual introdujo el
virus asociado a adenovirus serotipo 2 el cual portaba el gen CFTR. Esta propuesta
mostré una eficacia mayor in vitro que la utilizacién del vector en solitario, sin
embargo, aun no ha sido probado in vivo.
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Otro de los vectores utilizados han sido los retrovirus, en concreto los lentivirus.
Estos vectores no han mostrado tropismo por el pulmdn, por lo que necesitan unas
proteinas de envoltura adecuadas para lograr una transduccion eficiente. En un ensayo
clinico en ratones llevado a cabo con una solo dosis de un lentivirus, el SIV (virus de la
inmunodeficiencia en simios) envuelto por las proteinas F y HN del SeV (virus sendai
murino), se produjo una transferencia génica eficiente que se perpetué durante toda
la vida del ratén. Ademds también se demostrd la posibilidad de llevar a cabo varias
administraciones sin que esto disminuyera la eficacia, lo que suponia que los lentivirus
eran mas efectivos a la hora de escapar de la respuesta adaptativa que los vectores
mencionados anteriormente. Estas caracteristicas convierten a los lentivirus en unos
candidatos atractivos para el futuro de la terapia génica de la fibrosis quistica.?

CANCER

El cancer es una enfermedad producida como consecuencia del acumulo de dafios
genéticos lo que va a provocar una division descontrolada de las células. Este
crecimiento anédmalo puede producirse como consecuencia de un fallo en la divisién
celular, un fallo en la regulacién de la apoptosis o un fallo en los sistemas de
reparacién de errores.

Los requisitos especiales de transduccion eficiente y transitoria que presenta la
terapia génica del cancer explican que el vector mas utilizado sea el adenovirus
(adenovirus humano tipo 5). Las primeras aproximaciones clinicas contra el cancer han
sido la inyeccidn directa en el tumor o en la cavidad que lo alberga (por ejemplo, en la
cavidad pleural para el mesotelioma, en la cavidad peritoneal para el cancer de ovario
o intravesicular en el cancer de vejiga). Sin embargo, el tratamiento del cdncer
diseminado requiere la administracidon sistémica en el torrente sanguineo. En este
ultimo caso el adenovirus humano tipo 5 presenta un grave inconveniente por su
marcado tropismo hacia el higado. De hecho, la principal limitacion de esta técnica es
la hepatotoxicidad, por la cual se producira una elevacion de las transaminasas.**

En raras ocasiones, es suficiente con restablecer la funcién de uno de los genes
alterados en la célula tumoral. Cuando la célula se ha diseminado via linfatica o
sanguinea y se ha implantado en otros tejidos, la reparacién de un solo defecto
genético no consigue convertirla en una célula normal, por lo que en este caso se
plantearia como objetivo la destrucciéon de la célula tumoral. Para ello se estan
llevando a cabo ensayos que proponen conseguir que la propia célula cancerosa
produzca sustancias toxicas para si misma, se produzca un aumento de la respuesta
inmunoldgica o se inhiba el aporte de sangre a los tumores. Otro método también
seria la fabricacion de anticuerpos intracelulares que bloqueen la proteina anémala o
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proteinas antagdnicas que inhiban especificamente la interaccion de una proteina
mutada.’

a) Supresion de oncogenes:

Las células tumorales se caracterizan por presentar una activacidon aberrante de
oncogenes que estimulan la proliferacion celular y una pérdida de genes supresores
tumorales, los cuales tienen la funcion de controlar el ciclo celular y la apoptosis. Al
introducir genes supresores de tumores como por ejemplo Rb, p16 y p53 o al inhibir la
expresion de oncogenes como Ras, inhibimos la proliferacién celular e inducimos la
apoptosis.

Por ejemplo, la proteina RAS junto con el gen que lleva el mismo nombre, son un
conjunto de interruptores-reguladores moleculares muy importantes en una gran
variedad de rutas de transmisién de sefales celulares que controlan diferentes
fendmenos: integridad del citoesqueleto, proliferacién, diferenciacién, adhesiéon y
migracion celular y la apoptosis. Tanto el gen como las proteinas RAS relacionadas, a
menudo estan alterados en los tumores malignos, provocando un aumento en la
capacidad de invasién y metastasis, y una disminucion de la apoptosis. En estos casos,
la estrategia a seguir seria la inhibicidon de la sefial errénea producida por la mutacién
del gen. Para ello podemos llevar a cabo la estrategia antisentido, que consiste en la
fabricacion de un “oligonucléotido antisentido” que serda una copia complementaria
del ARN mensajero mutado producido por el gen enddégeno de la célula, y que
hibridara con éste para neutralizarlo o desnaturalizarlo si se utilizan ribozimas, es
decir, evitara la sintesis de la proteina RAS anormal. El mayor problema de este tipo de
terapia génica es asegurarse de que todas las células tumorales reciben el
oligonucledtido antisentido, ya que cualquiera que escape tendra una ventaja
proliferativa sobre las otras y prevalecerd induciendo de nuevo el tumor.™

Sin embargo, estos oligdmeros presentan dos problemas. El primero es que portan
una carga negativa en la cadena del grupo fosfato por lo que presentaban dificultades
para atravesar las membranas celulares. El segundo es que las células presentan
enzimas que degradan el ADN fordneo, lo que resultaria en una degradacion de
aquellos oligdmeros que consiguieran entrar. Para solucionar ambos problemas se
sustituyd un atomo de oxigeno de cada grupo fosfato por un grupo metilo, lo cual
conseguia convertir los fosfatos cargados negativamente en unidades sin carga, los
metilfosfonatos.

El primer oligdmero fue sintetizado en 1978 con el fin de reconocer el ARN
mensajero del retrovirus responsable del sarcoma de Rous en pollos. Se observé que la
utilizacidon de dicho oligdmero disminuia la replicacién del virus en la célula lo que
parecia indicar que bloqueaba la produccién de proteinas viricas. Los oligonucledtidos
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antisentido pueden, por lo tanto, bloquear la traduccidon al menos de dos maneras:
obstaculizando la lectura normal del ARN de la célula y ademas, al unirse al ARN
mensajero de dicha célula hace posible que la ribonucleasa H destruya dicho ARN.
Hasta el momento, han tenido éxito in vitro, oligonucleétidos contra RAS, p53, myc,
myb, BCR-ABL, y BCL-2.2

b) Expresidén de genes supresores tumorales:

Otro ejemplo, que ademas constituye el mas utilizado, seria la introduccion
mediante un adenovirus de una copia normal del gen supresor tumoral p53, el cual
esta mutado en el 50% de los tumores en humanos. La toxicidad de Adp53 en células
normales es minima y ademds, como hemos dicho, un 50% de los tumores humanos
son sensibles a los efectos proapoptéticos de p53. Tras la realizacion de numerosos
ensayos en cancer de pulmoén, cabeza y cuello y cancer de ovario, se objetivé una falta
de respuesta de la terapia génica como agente Unico en fases iniciales. Sin embargo,
debido a su actividad proapoptética, quimio y radiosensibilizante se empezé a utilizar
en combinacidon con quimioterapia en las fases Il y lll. En el cancer de pulmén, la
evidencia de actividad terapéutica no ha podido confirmarse en ensayos en fase Il. En
el cdncer de ovario se mostré que incluso podria aumentar la morbilidad del
tratamiento con quimioterapia. Las causas de esta falta de eficacia terapéutica podrian
ser la transduccién incompleta del tumor, la seleccién de células que carecen de
receptores para la entrada del vector, alteraciones en la via de apoptosis posteriores a
la accidon de p53 o independientes de p53, expresion de mutaciones dominantes de
p53 en el tumor o la presencia de anticuerpos que neutralizan el vector. La mayoria de
los resultados preclinicos han sido satisfactorios y han mostrado eficacia antitumoral
de p53, sin embargo, esto sélo ha sido constatado en modelos tumorales murinos.™*

La eficacia de esta terapia se veria incrementada si utilizasemos al mismo tiempo
un conjunto de vectores que contuviesen cada uno un tipo de gen supresor tumoral o
vectores que transportasen varios genes supresores tumorales que simultdneamente
corrigiesen las alteraciones acumuladas en las células del tumor.®

c) Genes toxicos o activadores de profarmacos:

Para llevar a cabo esta estrategia tenemos dos opciones, utilizar genes que
codifican para toxinas como la ricina, la toxina diftérica, etc. cuya elevada toxicidad
requiere un control transcripcional muy selectivo dificil de conseguir, o utilizar genes
cuyos productos proteicos metabolizan un profarmaco inactivo en un farmaco
citotoéxico.

En cuanto a esta segunda opcion se han llevado a cabo ensayos clinicos que
utilizaban diferentes profarmacos y diferentes enzimas (fabricadas gracias al gen
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introducido). Por ejemplo, la introduccién mediante un retrovirus del gen que codifica
para la cinasa de timidina (enzima) que fosforila el ganciclovir (profarmaco) que ha
sido administrado por via sistémica, lo que permite su incorporacién al ADN celular, la
detencion de la replicacién celular y finalmente la muerte celular. Sin embargo, se ha
observado la presencia de efectos colaterales, como es que las células adyacentes que
no reciben el gen puedan recibir el ganciclovir fosforilado a través de uniones
intercelulares tipo GAP y por tanto suponga su muerte también. Ademas, también se
ha comprobado que para que esta estrategia tenga eficacia terapéutica se requiere
unos niveles de transduccién mas elevados de los que se han conseguido hasta el
momento. Para mejorar estos resultados se han usado otros genes que producen
metabolitos mas pequenos que difunden mejor que el ganciclovir-trifosfato y que
ademas dafian el ADN sin necesidad de replicacion celular. Un ejemplo de esto seria la
nitrorreductasa de Escherichia coli activadora del profarmaco dinitrobenzamida
CB1954. Para que la accién téxica se produzca especificamente en el tumor el vector se
administra intratumoralmente o se utilizan promotores selectivos del tumor para
controlar la expresién del gen. Por ejemplo, el promotor de HER2, que se sobreexpresa
en un 20% de los tumores de mama, se ha utilizado para controlar la expresion de la
citosina deaminasa. La funciéon de esta enzima es hidrolizar la 5-fluorocitosina a 5-
fluorouracilo, que a su vez inhibe la sintesis de ADN y ARN en la fase S del ciclo celular.
La utilizacidn de esta estrategia ha evidenciado regresiones de los nédulos de mama
inyectados en 2 de 12 pacientes. Sin embargo, en 6 pacientes el nivel de transduccién
de los nédulos inyectados no llegd a un 30% de las células del tumor, evidenciando la
dificultad de llevar el gen a un nimero significativo de células tumorales, incluso por
inyeccion directa. La administracidon sistémica para el tratamiento efectivo de la
enfermedad metastasica supone todavia un reto mucho mayor.

d) Inmunoterapia génica contra el cancer:

Otra de las estrategias cuyo objetivo es la destruccién del tumor consiste en la
estimulacion del sistema inmune especificamente contra las células tumorales. Para
ello podemos utilizar los genes que codifican para citocinas (IL-2, IL-12, IL-18, IFN-y,
etc), moléculas de membrana que participan en la coestimulacidon de los linfocitos
especificos (B7.1, CD40, ICAM-1, etc) o el propio antigeno tumoral a modo de vacuna
(alfafetoproteina, antigeno carcinoembrionario, antigeno especifico de prdstata,
MAGE-1, MUC-1, MART-1, etc). Tras la utilizacion de estos genes se evidencié la
aparicidon de linfocitos citotdxicos anti-tumorales. Sin embargo, la respuesta a esta
terapia no fue muy eficaz, esto se debia a que la célula tumoral se hacia resistente
debido a la pérdida de expresion de moléculas de histocompatibilidad (CMH), de
antigenos tumorales, de otras moléculas que participan en la interaccién entre la
célula diana vy el linfocito y debido a la expresién de proteinas (IGF-1, TGF-B, etc) que
inhibian la accién del linfocito. Los tumores que mejor respuesta han mostrado frente
a la inmunoterapia han sido el melanomay los carcinomas renales.'*
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Ademas de este tipo de inmunoterapia, también se estd estudiando la posible
utilizacién de toxinas acopladas a anticuerpos monoclonales especificos dirigidos
contra las células tumorales, es decir, lo que llamariamos inmunotoxinas. Para
conseguir la eliminacién completa de un tumor todas las células neoplasicas deberian
estar expuestas a una cantidad suficiente de inmunotoxina pero hacerlo sin provocar
danos en las células normales del individuo. Todo esto supone que la técnica debiera
alcanzar una alta especificidad, estabilidad del compuesto y penetrabilidad en la célula
diana, ademds de un efecto celular letal. En un principio, la estructura de la
inmunotoxina que se propuso fue la de la inmunoglobulina G unida a una toxina por un
puente disulfuro. Una vez dentro de la célula diana, el puente disulfuro se reduce,
liberando asi la toxina. Mas tarde, se propuso utilizar tan sélo el fragmento Fab de la
inmunoglobulina ya que al ser de menor tamafio penetraba con mas facilidad en la
célula. Las toxinas mas utilizadas hasta el momento han sido la ricina, la toxina
diftérica y la exotoxina de Pseudomonas.*®
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Figura 14. Diferentes enfoques de la terapia génica antitumoral mediada por
adenovirus ¥’/

VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA (VIH)

El virus de la inmunodeficiencia humana es un virus ARN perteneciente a la
familia de los retrovirus, en concreto a los lentivirus. Existen dos tipos de virus, el VIH-
1, que es el responsable de la mayor parte de los casos de enfermedad en nuestro
medio y el VIH-2, que presenta mayor homologia evolutiva con el virus de la
inmunodeficiencia en simios (VIS), produce una infeccién menos agresiva y esta mas
presente en zonas como Africa subsahariana.
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Una vez se ha producido la infeccidon por cualquiera de los tres mecanismos
posibles (via sexual, parenteral o vertical), se produce la invasién de las “células diana
del VIH” que son aquellas que presentan en su superficie el receptor CD4, es decir, los
linfocitos T-CD4", los macréfagos y las células dendriticas. Para que el virus penetre en
la célula huésped es necesaria la unién simultanea del receptor CD4 y el co-receptor
CCR5 o CXCR4 de las “células diana” con la proteina gp120 de la membrana externa del
virus. ¥

Algunos individuos presentan variantes del co-receptor CCR5 que no son
reconocidas por gp120 lo que hace que estos sujetos sean resistentes a la infeccidn por
el virus, en el caso de ser homocigotos, o presenten una evolucion mas lenta de la
enfermedad, en el caso de ser heterocigotos. Se ha descrito el caso de un paciente,
denominado “el paciente de Berlin”, infectado por VIH que desarrollé una leucemia y
recibié un trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos de un donante con
esta alteracion genética del co-receptor. Al no poder infectar el VIH a estas nuevas
células hematoldgicas, las cargas virales se hicieron indetectables y el paciente, por lo
tanto, fue considerado como curado de la infeccion por VIH.>®

El VIH presenta una estructura formada por proteinas estructurales, proteinas
reguladoras y proteinas accesorias. Las proteinas estructurales son codificadas por el
gen gag (proteinas p24 y pl7), gen env (proteinas gp4l y gpl20) y gen pol
(transcriptasa inversa, proteasa e integrasa). Las proteinas reguladoras son codificadas
por el gen tat, cuya funcién es aumentar la transcripcion del ARNm viral, y el gen rev,
cuya funcién es aumentar el transporte de los ARNm virales al citoplasma. El resto de
proteinas accesorias tienen como funcién aumentar la infectividad del viriéon. Todas
estas partes de la estructura del VIH, junto a los receptores necesarios para la infeccién
celular (CCR5, CXCR4), han sido el objetivo de la terapia génica utilizada en esta
enfermedad.*®

Se ha demostrado la capacidad del ARNi para bloquear el ARNm que codifica para
proteinas que forman parte de la estructura del VIH, como son la proteina rev, tat o
vif. Asi mismo también se ha mostrado util en el bloqueo de la expresién de los co-
receptores del virus en la membranas de las células, como se demostrd en un ensayo
en el que se utilizd un lentivirus que contenia el ARNpi anti-CCR5 y que iba dirigido
frente a linfocitos.'®

- Proteina tat:

La proteina tat (por transactivator) es imprescindible para la produccién de nuevos
viriones. Esta proteina se une a una region situada en el extremo 5' del ARN viral
llamada TAR (Transactivator Active Region) y actia como un transactivador. En
cuanto este extremo del genoma viral ha sido transcrito desde el ADN proviral, la
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proteina tat se une a él y promueve su elongacién favoreciendo la transcripcion del
resto de la cadena.

Para bloquear esta proteina se han llevado a cabo dos estrategias. La primera
consiste en la sintesis de un ARN antisentido que se corresponde con la region TAR
con lo que su unién producird una inhibiciéon de la funcién de la proteina tat. La
otra estrategia consiste en la sintesis de muchos fragmentos de ARN
correspondientes a TAR, lo que actuara de sefiuelo para disminuir el nimero de
moléculas efectivas de tat que puedan unirse al TAR retroviral.*®

Rev:

Se han sintetizado diferentes tipos de Rev, pero el mas utilizado ha sido RevM10
gue contiene una mutacion en la region de interaccién con proteinas celulares.
Presenta algunas caracteristicas que lo hacen atractivo a la hora de su utilizacién
como son la ausencia de toxicidad celular y la ausencia de produccién de
respuestas inmunes. En un ensayo clinico en el que se utilizé el gen antiviral
RevM10 se demostré una supervivencia mayor de los linfocitos T CD4" , sin
embargo, esta ventaja selectiva de la poblacion celular protegida no consiguio una
reduccion significativa de la carga viral, probablemente debido a la pequefia
cantidad de células CD4" transducidas, en torno al 0,1% de las circulantes.®

Receptores (CCR5, CXCR4):

La alteracidn en la expresion de los co-receptores CCR5 y CXCR4, como vimos en
“el paciente de Berlin”, podria tener importantes beneficios terapéuticos. Es
importante tener en cuenta que la completa anulaciéon de CCR5 no parece
asociarse con ninguna inmunodeficiencia, sin embargo, se ha observado que el
bloqueo de CXCR4 produce alteraciones graves en la hematopoyesis y el desarrollo
cerebral de ratones, aunque su anulacion en etapas posteriores al desarrollo
podria ser mejor tolerada. Una de las estrategias propuestas para bloquear los co-
receptores es la utilizacion de sus mismos ligandos naturales modificados. Estos
ligandos presentan el nombre de “intracinas” y mediante su accién producen una
limitacion de la entrada del virus a la célula. Otra estrategia para bloquear la
expresion de estos co-receptores a un nivel diferente podria ser la mediada por
ribozimas. Los ribozimas catalizan el corte de secuencias de ARN lo que puede
producir la supresion selectiva de expresion de genes. Sabiendo esto, se llevd a
cabo la sintesis de una ribozima que hidrolizaba de manera especifica el ARNm de
CCR5 lo que resultd en una importante reduccién en la expresion del co-receptor
CCR5 en la superficie celular.™
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8- CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La investigacidn en terapia génica ha progresado significativamente en los ultimos
afos. Hemos pasado de una fase inicial en la que el escepticismo dominaba la opinién
publica a ser sustituida por una fase actual en la que predomina un optimismo
cauteloso. Pese a los diferentes problemas encontrados, las técnicas de terapia génica
somatica se han ido desarrollando y siguen siendo una via muy prometedora, siempre
y cuando los protocolos que se lleven a cabo sigan un estricto control por parte de las
comisiones cientificas y éticas destinadas a tal fin. Ademds, es importante que los
intereses econdmicos de las empresas privadas no interfieran negativamente en lo que
debe ser una buena praxis de experimentacién clinica.’

Otro de los puntos que postulan a la terapia génica como uno de los pilares del
futuro de la medicina es que podemos considerarla una nueva forma de farmacologia
gue va a ser capaz de adquirir un papel importante en el tratamiento de un gran
abanico de enfermedades, las cuales no tienen tratamiento alternativo actualmente.
Sin duda, puede ser considerada la mejor alternativa terapéutica ya que ataja el
problema de raiz, sin embargo presenta como desventaja su gran complejidad. Este
hecho obliga a que quien realice su actividad médica durante el presente siglo XXI, no
pueda permanecer al margen del desarrollo de esta nueva prometedora modalidad
terapéutica.’’

Después de afios de investigacién y desarrollo, las terapias genéticas se estan
convirtiendo en una realidad comercial. Varios productos ya han sido aprobados por
las autoridades reguladoras europeas (Glybera, Imlygic and Strimvelis). Sin embargo,
su aprobacion no significa que estos productos estén disponibles para los pacientes o
sean pagados por los sistemas sanitarios europeos. Los desarrolladores de terapias
genéticas se enfrentan ahora al obstdculo de conseguir convencer a los sistemas de
salud de que invertir en sus caros productos supondra un beneficio a largo plazo para
el paciente.*

En definitiva, es esperable que la mejora continua de las técnicas utilizadas ademas
del descubrimiento del sistema CRISPR / Cas9, permita hacer realidad las grandes
expectativas puestas en la terapia génica. Ademas también parece ser la gran
esperanza para el tratamiento de las enfermedades raras. Los importantes avances
logrados en los ultimos tiempos en cuanto a desarrollo tecnoldgico de los vectores y el
conocimiento de los mecanismos moleculares implicados en el desarrollo de las
diferentes enfermedades invitan al optimismo y nos permiten aventurar que en los
proximos anos la terapia génica podria convertirse en el tratamiento de cabecera para
estas enfermedades.””
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Sin embargo, una de las mayores preocupaciones es el peligro de lo que se
denomina "plano inclinado resbaladizo" (slippery slope). Cuando se acepta una técnica
siempre se inicia con restricciones y limitaciones, pero luego se da paso a la aceptacién
paulatina y la eliminacidon de muchas de las restricciones. El temor es que facilmente se
podria pasar de la terapia génica somatica a la terapia génica de mejoria, cuya validez
ética es cuestionada. Por todo ello, es de interés global promover una normativa
internacional que limite la posibilidad de la manipulacién genética sin ningun tipo de
restricciones.””>
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