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GLOSARIO

ADN:

ARN:

Acido  desoxirribonucleico.  Molécula
estructural en la que se almacena la
informaci6n genética. Se encuentra casi
exclusivamente formando parte de los
cromosomas en el ndcleo, y en las
mitocondrias, que tienen su propio ADN. Es
un polimero compuesto de dos cadenas
antiparalelas y  complementarias  de
desoxinucleotidos (desoxirribosa, fosfato y
base nitrogenada —adenina, citosina, guanina
o timina) (ver definicién). Cada una de las
cadenas de la molécula de ADN esta
formada por una sucesién de nucle6tidos
(secuencia) unidos por la molécula de azlcar
(desoxirribosa). La doble cadena se forma
entre dos cadenas, por puentes de hidrédgeno
entre los nucledtidos complementarios A-T y
C-G (o viceversa).

Acido ribonucleico. Acido nucleico
monocatenario, formado por la sucesion de
ribonucledtidos (ribosa, fosfato y base
nitrogenada —adenina, citosina, guanina o
uracilo-). Se encuentra principalmente en el
nucleolo y los ribosomas celulares. Se
produce por transcripcion del ADN, y se
distinguen tres tipos fundamentales: ARN
mensajero (ARNm): transfiere la informacién
genética desde el ndcleo a los ribosomas del
citoplasma y actlia de molde para la sintesis
proteica. Es el intermediario entre gen y
proteina. ARN ribosémico (ARNr): es un
componente estructural de los ribosomas,
organulos celulares de sintesis proteica. ARN
de transferencia (ARNt): encargado de
transferir los aminoacidos del citoplasma a la
cadena polipeptidica que se esta sintetizando.

Fenotipo: Conjunto de caracteristicas estructurales

y/o funcionales observables, producidas por
la interaccion entre el genotipo y el ambiente
en que se desarrolla el individuo.

Gen: Segmento de ADN portador de la informacion

necesaria para la sintesis de una proteina
(cistron). Cada gen ocupa una posicién
precisa en un cromosoma.

Genotipo: Es la suma total de la informacion

genética (de los genes) contenida en los
cromosomas, tanto en los procariotas
(organismos cuyo ADN no se encuentra
encerrado en un nucleo celular) como en los
eucariotas (organismos que si disponen de
nlcleos celulares donde almacenar los
Cromosomas).

Nucledtido: Unidad monomérica componente de

los acidos nucleicos (ADN y ARN). Consta
de tres elementos: un grupo fosfato (el acido
fosforico: PO4Hs3), una pentosa
(desoxirribosa en el ADN o ribosa en el
ARN) y una base nitrogenada, que puede ser
adenina, citosina, guanina y timina en el
ADN o las tres primeras y uracilo en el
ARN. Se diferencian en funcién de la base
nitrogenada que las compone, por lo que se
suelen designar: A, C, G, T y U (por las
iniciales de la base).

Mutacion: Consiste en una alteracion en la

secuencia del ADN. En funci6n de su
tamafio, puede afectar a un Gnico nucledtido
(mutacién puntual) o bien a una porcién
mayor, incluso a todo un cromosoma. Desde
el punto de vista del mecanismo molecular
que las produce, puede tratarse de una
delecion o pérdida de material genético,
insercion o incorporacion de nuevo material
o de una sustitucibn o cambio de un
fragmento de ADN por otro. También se
distinguen mutaciones somaticas que se
producen en determinados tejidos del
organismo pero sin afectar a los gametos (y
por tanto no son transmisibles a la
descendencia) — caso de muchos tipos de
cancer — y mutaciones en linea germinal, que
afectan también a los gametos y son la causa
de la heredabilidad de ciertas enfermedades
genéticas.

Terapia génica (TG): Consiste en la transferencia

de material genético, ADN o ARN, a células
diana con fines terapéuticos.
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Terapia génica germinal: Correccidn de defectos
genéticos en las células de la linea germinal
(células reproductoras). Estos cambios
genéticos se transmitiran a las futuras
generaciones.

Terapia génica somatica: Correccion de defectos
genéticos en cualquiera de las células del
paciente, excepto las de la linea germinal.

Transferencia genética: Introduccion de material
genético nuevo al genoma de las células.

Vector: Molécula de ADN o ARN utilizada como
vehiculo para la transferencia génica.



1. Introduccion






1. INTRODUCCION

Durante la Gltima década se ha producido una
importante revolucion cientifica en el campo de la
biologia molecular que, junto con un mejor
conocimiento del Genoma Humano, ha permitido
una mayor comprension de la funcion celular a
nivel molecular. Se han abierto importantes
expectativas en la sociedad y en el mundo
cientifico, que han hecho creer que todas las
enfermedades son susceptibles de tratarse y de
prevenirse mediante la terapia génica. En Febrero
de 2001 se consiguid secuenciar el Genoma
Humano, y se observo con sorpresa que el ndmero
de genes es muy inferior al esperado,
aproximadamente 30.000. Ahora es necesario
conocer la funcién de cada uno de los genes.

La Terapia Génica (TG) solo esta aceptada como
tratamiento clinico en pacientes con infeccion
ocular por citomegalovirus (CMV). En el resto de
los casos solo se acepta en pacientes incluidos en
ensayos clinicos y afectados por patologias para las
que no se dispone de otra opcion de tratamiento;
esta en fase de experimentacion.

Inicialmente, se considerd que las enfermedades
candidatas a la terapia génica eran las enfermedades
monogénicas. Asi, en Septiembre de 1990 fue
tratada la primera paciente con esta técnica. Se
trataba de wuna nifla de cuatro afios con
inmunodeficiencia severa combinada (SCID)
debido a un déficit en el gen de la adenosin-
deaminasa (ADA) que la convertia en una “nifia
burbuja”.

Sin embargo, actualmente se conoce que en otras
muchas  enfermedades como el  céncer,
enfermedades neurodegenerativas, etc, estan
implicados factores genéticos, que las hacen
susceptibles de tratamiento con terapia génica. Hoy
en dia la mayor parte de los ensayos clinicos que se
realizan en el mundo son de cancer. En Espafia, en
concreto, los ensayos clinicos que se estan
realizando son para el tratamiento del cancer.

Tras la euforia inicial que se produjo en el mundo
cientifico con el inicio de los ensayos de terapia
génica, se produjo un importante revés cuando en
Septiembre de 1999 un paciente de 18 afios fallecid
durante la realizacion de un ensayo clinico en
University of Pennsylvania’s Institute for Human
Gene Therapy para el estudio del tratamiento de
una alteracion en el metabolismo hepatico. A partir
de entonces se ha actuado con més cautela.

En este informe vamos a realizar una revision de la
literatura sobre los ensayos clinicos de terapia
génica somatica que se estan llevando a cabo en la
actualidad, la seguridad de la técnica, los resultados
gue se estan obteniendo. Ademas vamos a realizar
una valoracion ética y legal de la terapia génica
somatica y germinal.

1.1. Conceptos

La definicion de terapia génica ha cambiado a lo
largo del tiempo, y hoy en dia no existe una
cominmente aceptada. En este informe vamos a
basarnos en la propuesta por un grupo de expertos
noruego (1). Asi, la terapia génica (TG) se puede
definir como la transferencia de material genético,
ADN o ARN, a células diana con fines terapéuticos.
Podemos distinguir (1)

e Terapia génica somatica (“somatic cell gene
therapy”) que implica la correccidn de defectos
genéticos en cualquiera de las células del
paciente, excepto las de la linea germinal.

e Terapia génica germinal (“germ-line gene
therapy”) que implica la correccidn de defectos
genéticos en las células de la linea germinal
(células  reproductoras). Estos  cambios
genéticos se transmitirdn a las futuras
generaciones.

Ademas se puede considerar también: (2)

e Ingenieria genética de mejora (“enhancement
genetic engineering”): intervencién genética
gue no pretende corregir una deficiencia sino
“mejorar” o intensificar algunos rasgos
seleccionados en un individuo sano.

e Ingenieria genética eugenésica (“eugenic
genetic engineering”): intervencién genética
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cuyo objetivo es mejorar caracteres mas
complejos.

Las implicaciones éticas y sociales de la terapia
génica somatica y germinal son muy diferentes, ya
que los cambios en la somatica sélo se producen en
los pacientes tratados, mientras que con la
realizacion de terapia génica germinal, los
descendientes heredan los cambios genéticos.
Existe consenso nacional e internacional de prohibir
la terapia génica germinal, mientras no se disponga
de conocimientos que permitan realizarlo con
seguridad suficiente.

La terapia génica somatica se puede dividir en 4

niveles:

1. Trapia génica con integracion, en la que el gen
es incorporado en el ADN

2. Terapia génica sin integracion, en la que el gen
no se incorpora en el ADN

3. Empleo de pequefios oligonucleotidos
sintéticos, también denominados moléculas

ribozima/anti-sentido, sin elementos
regulatorios que modifiquen la expresion
génica.

4. Vacunas de ADN terapéuticas.

Las “moléculas ribozima/antisentido”, incorporadas
en vectores (vehiculos de transporte) pertenecen a
los niveles 1 vy 2, las “moléculas
ribozima/antisentido” sin lugares de replicacion
propios o elementos reguladores al nivel 3.

Oligonucleoétidos antisentido y ribozimas:

Son secuencias cortas de nucleétidos que se unen
con gran afinidad a una regién de molécula de ARN
mensajero (ARNm) del gen diana, a la que son
complementarias. De esta manera, consiguen
inhibir la expresion de dicho gen mediante, por un
lado, la interferencia con la lectura del mensaje en
los ribosomas y ademas, el reclutamiento de
enzimas que destruyen el ARNm (Rnasa H):

La expresion de un gen puede ser suprimida incluso
mas eficientemente mediante el empleo de

ribozimas, en el que el efecto antisentido se
combina con la capacidad intrinseca de degradar la
molécula diana de ARNm. Los ribozimas son
esencialmente oligonucle6tidos antisentido que
incorporan nucledtidos adicionales que les otorgan
la actividad enzimatica.

Los estudios de marcaje, “smart viruses” y vacunas
preventivas no se incluyen en la definicion de
terapia génica (TG). Los estudios de marcaje no
tienen efecto terapéutico, pero se emplean para el
marcaje de ciertas células. Los estudios de smart
virus tienen un principio similar a la TG; pero no
entran en la definicion. Se incluyen en el estudio
estos virus pero no en las tablas de sintesis de la
evidencia. Las vacunas preventivas de DNA tienen
los mismos principios que las terapéuticas.

La transferencia de células y tejidos a pacientes con
fines terapéuticos (terapia celular, transplante) NO
es TG si las células y los tejidos no son
genéticamente modificados antes de la transferencia
al paciente.

Otro tipo de intervencion que no es TG, pero puede
corregir defectos genéticos es el transplante de
nucleo celular. En caso de defectos del genoma
mitocondrial, el nacleo (libre de defecto genético)
puede ser transferido a otra célula que no tiene
nicleo (un huevo fertilizado con genoma
mitocondrial normal del que se ha extraido el
nucleo original).

1.2. Sistemas de transferencia

Para que los genes o fragmentos de genes puedan
ser empleados en el tratamiento de enfermedades
son necesarios buenos sistemas de transferencia a
células diana donde el nuevo ADN pueda ser
expresado como ARN y/o proteina. Hasta ahora, el
desarrollar sistemas de transferencia seguros y
eficientes es el principal obstaculo para explotar el
gran potencial de tratamiento que representa la
terapia génica.



El gen o el fragmento de gen que interesa es
habitualmente insertado en un vector (a menudo un
ADN o0 ARN virus o un plasmido de ADN) que es
una parte fundamental del sistema de transferencia
(vehiculo de transporte). EI ADN terapéutico se
inserta en el vector en una localizacién donde a
menudo reemplaza ADN que no es esencial para la
transferencia o multiplicacion del virus.

Los sistemas de transferencia pueden ser:
e Vectores virales
ARN  virus:
utilizados)
ADN virus Adenovirus
Virus adenoasociados
Virus herpes simple
e Otros mecanismo de transferencia
Se han desarrollado diversos sistemas de
transferencia. Asi, se han utilizado
pldésmidos (ADN desnudo), liposomas
catidnicos o liposomas con anticuerpos
contra la superficie de la célula diana,
Cromosomas humanos artificiales...

Retrovirus (los mas

La terapia génica somatica se puede dividir en tres
categorias: Ex vivo: Consiste en la recuperacion de
células del organismo, su tratamiento con el vector
portador del ADN terapéutico y el regreso de las
células modificadas genéticamente al organismo.
Esta opcidn se ha empleado en células sanguineas y
de la piel. In situ: Consiste en la colocacion del
vector portador del ADN terapéutico dentro del
tejido en el que el gen funcionard. Esto se ha
probado en las vias aéreas y en los pulmones en la
fibrosis quistica y en algunos tipos de cancer. In
vivo: Aqui el vector portador del ADN terapéutico
puede ser, por ejemplo, inyectado en el torrente
sanguineo para ser captado por las células diana.
Existen hasta ahora pocos ejemplos de este Gltimo
tipo de terapia génica.

El principal freno para el desarrollo de la terapia
génica es la falta de vehiculos para la transmision
de material genético y el riesgo de transmision de
infecciones por el empleo de vectores virales.

1.3.Ensayos clinicos de nuevas

terapias

Hoy en dia los ensayos clinicos para investigar
nuevos farmacos tienen un patron establecido: Las
sustancias que muestran resultados prometedores in
vitro son evaluadas en animales de laboratorio.
Aquellas  sustancias con  resultados  mas
prometedores en animales se evallan mediante
ensayos clinicos. Se pueden distinguir 3 fases o
niveles: Fase I, Il y I11.

Los ensayos clinicos en fase | tienen como objetivo
identificar los efectos secundarios, estimar la dosis
maxima permitida en humanos, y buscar signos de
respuesta. En los ensayos de terapia génica se
ofrece la participacion en fase | a pacientes en los
que han fallado todos los tratamientos establecidos
0 no existe opcion de tratamiento. Los primeros
pacientes reciben una dosis baja, que se espera
tenga minimos efectos secundarios, segin modelos
animales. Habitualmente se trata a 3 pacientes en
cada nivel. El nivel de dosis no se incrementa en
un paciente individual, sino que se escalona en cada
grupo de tres pacientes hasta que se observan
efectos secundarios inaceptables. Se trata a mas
pacientes (hasta seis) con este nivel de dosis 0 justo
por debajo hasta que se alcanza la dosis maxima
permitida. La terapia génica produce pocos efectos
secundarios objetivos, por lo que el concepto de
dosis maxima permitida no es siempre el adecuado.

El objetivo de los ensayos clinicos en fase Il es
investigar si la droga tiene efecto terapéutico. En
ensayos clinicos de sustancias para el tratamiento
del céncer, habitualmente el requerimiento es que al
menos un 20% de los pacientes con un tipo de
tumor concreto tengan respuesta objetiva (CR=
remision completa o PR= remisién parcial), antes
de que una determinada sustancia sea recomendada
para futuros ensayos.

Los ensayos clinicos en fase Il permiten una mejor
identificacion de la nueva terapia entre las
modalidades terapéuticas. El tratamiento ha de ser
evaluado en relacidn con otras opciones de
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tratamiento, habitualmente en ensayos clinicos
aleatorizados. Esto significa que los pacientes son
aleatoriamente asignados bien a un tratamiento ya
reconocido o al nuevo tratamiento y se comparan
los resultados.

Esta clasificacion clasica de los ensayos clinicos en
fase I-111 no se adapta adecuadamente a los ensayos
de terapia génica, y se esta proponiendo un cambio
de mentalidad. Asi el Dr. Wilson propone el
concepto de “BETA trials” (Biological Efficacy and
Toxicity Assessment), ya que considera que la
eficacia biol6gica debe de ser estudiada en primer
lugar. (1,3)



II. Objetivos






OBJETIVOS

e ldentificar los Gltimos avances en terapia
génica

o Analizar la efectividad y la seguridad de
estas técnicas terapéuticas

e Valorar los aspectos éticos que se
derivarian de la posible utilizacién de estas
técnicas en la practica clinica

e Valorar las posibles implicaciones legales
y sociales de la introduccion de estas
técnicas en el sistema sanitario
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3. MATERIAL Y METODO

A) Revision sistematica de las principales bases de
datos electrénicas (Medline, HealthStar,
Cochrane Library, INAHTA, etc), documentos
de revision, literatura gris y lectura critica de
las publicaciones seleccionadas.

B) Contacto con las empresas farmacéuticas
patrocinadoras de los ensayos clinicos que se
estan realizando en Espafia

C) Panel de expertos para la valoracion de las
implicaciones éticas de la utilizacion de esta
técnica terapéutica

D) Panel de expertos para la valoracién de las
implicaciones legales y sociales de la
aplicacién de estas técnicas en la préactica
clinica

A) Revision sistematica de la literatura

1) En primer lugar se realiza una busqueda en la
base de datos de INAHTA (International Net of
Health Technology Assessment) empleando la
palabra clave “Gene Therapy”. Con esta estrategia
de busqueda se identifican revisiones de la literatura
que tratan sobre terapia génica.

La mas reciente de las revisiones encontradas es la
titulada “Gene Therapy- status and potential in
clinical medicine”(1) Se trata de una revision
sistematica realizada por The Norwegian Centre for
Health Technology Assessment (SMM) y publicada
en Noviembre de 2000. En este informe se
actualizan dos bases de datos sobre terapia génica,
eliminando los protocolos que estan repetidos y los
que pertenecen a marcaje genético, y se hace una
Unica base de datos. En nuestro estudio ampliamos
la blsqueda y actualizamos esta base de datos hasta
abril de 2001. Se realiza una identificacion de los
protocolos sobre ensayos clinicos de terapia génica
en las dos bases de datos siguientes:

® Human Gene Therapy Protocols of the National
Institutes of Health (NIH) (http:
www4.0d.nih.gov/oba) (4)
Se trata de una lista de protocolos sobre terapia
génica aprobados por las autoridades
estadounidenses o para los que se ha solicitado

una aprobacién. La NIH incluye en su
definicion de terapia génica los estudios de
marcadores genéticos.

Se realiza una revision de esta base de datos el
18 de abril de 2001 y se identifican 457
protocolos. En la revision de la Agencia
Noruega a fecha 18 de Mayo de 1999 se habian
identificado 313 protocolos.

Journal of Gene Medicine  website:
www.wiley.co.uk/genmed (5)

Esta pagina incluye una base de datos (Wiley’s
Database), que ha sido actualizada el 1 de
Febrero de 2001. En esta base de datos se
incluyen todos los protocolos de investigacion
sobre terapia génica en el mundo. Se realiza
una basqueda el 18 de abril de 2001 y se
obtiene 532 protocolos; en la revision de la
Agencia Noruega (busqueda el 1 de Septiembre
de 1999) se habian identificado 396 protocolos.
En esta base de datos los protocolos estan
clasificados por paises, y segln el tipo de
patologia que se trate: Monogenic disease,
cancer, infectious disease, other disease y gene
marking. Como en la definicion no
consideramos el marcaje genético como terapia
génica estos protocolos no los incluimos en
nuestro estudio.

Ademas, a partir de esta base de datos podemos
acceder directamente a los protocolos clinicos
que tienen resultados publicados en medline.

2) Con el objetivo de completar los ensayos
clinicos de las dos bases de datos anteriores se
realiza una blsqueda en Medline con las
siguientes palabras clave:

Gene therapy and cancer. Limites; Human and
clinical trial. Ademas se realiza busqueda con
gene therapy and cancer and results.

Gene therapy and monogenic disease. Mismos
limites

Gene therapy and cystic fibrosis. Mismos limites.
Gene therapy and hemophilia. Mismos limites.
Gene therapy and infectious disease. Mismos
limites.
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3) Creacion de una base de datos sobre terapia
génica, con los estudios encontrados hasta mayo de
2001.

Con el objetivo de actualizar la base de datos creada
por la Agencia Noruega se completan los datos
obtenidos, siguiendo la misma distribucion, y
transformandola en una base de datos de Access. Se
identifican un total de 570 protocolos (396 de
cancer, 77 de enfermedades monogénicas, 44 de
enfermedades infecciosas y 53 de otras
enfermedades)
Se registran las siguientes variables:
= Publicacién de protocolos
= |dentificacion del namero
=  Grupo de enfermedad y categoria
=  Principio empleado
= Detalles del protocolo: fase, gen
transferido, vector, in vivo/in vitro,
cointervencion o no, modo de
administracion, célula diana, nimero de
pacientes, fecha de inicio del estudio.
= Resultados, si los hay: efectos
secundarios y efectos clinicos.

4) Presentacion de los resultados en tablas de
sintesis de la evidencia.

Se presentan los protocolos encontrados en la
actualizacion de la base de datos de la Agencia
Noruega, en Access. Para hacerlo mas facil de
comprender se presentan en el informe solo
aquellos ensayos clinicos de los que disponemos de
resultados, identificados tanto en la base de datos
Wiley como en la bdsqueda en Medline. Se
identifican 96 ensayos con resultados: 59 de cancer,
25 de enfermedades monogénicas, 4 de
enfermedades infecciosas, 7 de enfermedades
cardiovasculares, 1 de enfermedad
neurodegenerativa.

Se puede disponer de la base de datos completa
solicitandola en el Servicio de Evaluacién de
Tecnologias Sanitarias (Osteba) del Departamento
de Sanidad del Gobierno Vasco.

Gracias a la base de datos que se actualiza se puede
responder a los objetivos del estudio, sobre el

estado actual de los protocolos clinicos en terapia
génica, y wuna valoracion sobre las futuras
aplicaciones en el campo de la terapia génica y
grupos de enfermedades en los que se va a emplear.

B) Contacto con las empresas farmacéuticas
patrocinadoras de los ensayos clinicos que se estan
realizando en Espafia.

C) Panel de expertos para la valoracion de las
implicaciones éticas de la utilizacion de esta técnica
terapéutica

D) Panel de expertos para la valoracién de las
implicaciones legales y sociales de la aplicacion de
estas técnicas en la practica clinica



IV. Terapia genica contra el
cancer






4. TERAPIA GENICA CONTRA EL
CANCER

4.1. Introduccién

El céncer es un problema sanitario de gran
relevancia, constituyendo una importante causa de
mortalidad en todos los paises occidentales. En
Espafia representa la segunda causa de muerte en la
poblacion general, después de las enfermedades
cardiovasculares.

Aungue hoy en dia el pronostico de estos enfermos
ha mejorado sustancialmente, se cree que en los
préximos afios aumentard la mortalidad debido a
una mayor incidencia de la enfermedad.

Existe en la actualidad un gran interés en
desarrollar nuevas estrategias de tratamiento
aprovechando el importante avance en el
conocimiento de la biologia molecular en relacion
con el cancer que hace que se estén realizando un
buen nimero de ensayos clinicos para el estudio de
dicha patologia.

A nivel internacional, el 70% de los ensayos
clinicos de terapia génica que se estan realizando
son para el tratamiento del cancer y en Espafia el
100%.

Medida del efecto

En los ensayos clinicos en fase | y Il de nuevas
sustancias para el tratamiento del cancer, se tienen
en cuenta los siguientes criterios:

CR: “Complete remission”. Remision completa del
tumor, es decir ausencia total del tumor después del
tratamiento.

PR: “Partial remission”. Remision parcial, es decir,
reduccién del tamafio del tumor en relacion con
criterios predeterminados

NC: No se objetivan cambios en el tamafio del
tumor.

PD: “Progressive disease”. Progresion de la
enfermedad, es decir, incremento del tamano del
tumor en relacion con criterios prederminados.

4.2. Estrategias para el tratamiento
del cancer

Las células cancerosas presentan un patréon de
crecimiento anormal, en el que la regulacién de su
crecimiento y su maduracion estan fuera de control.
El desarrollo del cancer es un proceso multifasico
en el que estan implicadas mutaciones en los genes
que codifican las moléculas que regulan el
crecimiento celular, la muerte celular y Ila
reparacion de ADN. En particular, hay tres tipos de
genes que estan mutados en las células cancerosas:
Oncogenes (genes del cancer) son genes que
normalmente estimulan el crecimiento celular, y
que en las células cancerosas estan sobreactivados.
Genes supresores de tumores inhiben el
crecimiento de las células normales y en las células
cancerosas estan inactivados. Ademas, los genes
gue habitualmente contribuyen a la reparacion del
ADN dafiado pueden estar mutados en las células
cancerosas.

Habitualmente, los cambios han de ocurrir en
diferentes genes para el desarrollo de un tumor. El
tipo de gen implicado puede variar de un paciente a
otro.  Algunas  mutaciones  se  observan
frecuentemente, por ejemplo mutaciones en el gen
supresor de tumores p53, que se ha visto en
aproximadamente el 50% de todas las formas de
cancer.

Basandose en todo este conocimiento de la biologia
molecular se han intentado diferentes estrategias
para el tratamiento del cancer. Asi, existen ensayos
clinicos cuyo objetivo es corregir los defectos
genéticos de las células cancerosas, tanto
introduciendo genes en las células cancerosas que
estan inactivadas (por ej, el p53) o suprimiendo la
funcidn de los genes que estan sobreactivados.

Otra estrategia que ataca a las células cancerosas
mediante terapia génica consiste en aumentar la
eficacia de los farmacos antitumorales mediante el
aumento selectivo de su toxicidad en el interior de
los mismos. Se basa en transferir a las células
tumorales un gen capaz de convertir un “pro-
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farmaco”, no téxico, en una molécula citotéxica
activa.

Esta estrategia recibe también el nombre de terapia
génica suicida, porque las células transducidas
convierten la molécula no tdxica en veneno celular
y se eliminan a si mismas.

Otra estrategia consiste en estimular el sistema
inmunitario: Se ha visto que en un primer momento
el sistema inmune es capaz de reconocer las células
cancerosas como extrafias al organismo, pero
cuando se desarrolla el cancer, elude el sistema
inmune. Una ventaja de la inmunoterapia es que se
basa en la especificidad del sistema inmunitario
para matar células cancerosas, y que la
transferencia se realiza directamente en las células
del sistema inmune. Todo ello hace que cuando se
activa el sistema inmunitario los efectos puedan ser
ampliados mediante un efecto cascada y que
potencialmente puedan tener lugar en todo el
cuerpo. Ademas otra ventaja es que este sistema no
depende de una Optima transferencia a todas las
células cancerosas y ademas no es necesario que la
transferencia génica sea eficiente al 100% o que el
gen se exprese durante mucho tiempo.

Otra estrategia consiste en proteger las células del
organismo que presentan mayor sensibilidad a los
venenos celulares, como por ejemplo las células
sanguineas. Los genes son transferidos para
contrarrestar el efecto de los venenos celulares en
las Stem Cells de la médula ésea, de las que
proceden todas las células sanguineas, de los
efectos toéxicos de la quimioterapia. Como la
toxicidad de la médula 6sea es dosis dependiente, la
proteccién de las Stem Cells permite la utilizacion
de mayores dosis de farmaco sin destruir la funcién
de la médula 6sea.

4.3. Ensayos clinicos

4.3.1. Terapias dirigidas directamente
contra las células cancerosas

Pro-farmacos

La implantacion de los denominados ‘“genes
suicidas” es la estrategia mejor estudiada in vivo e
in vitro y que engloba al mayor grupo de pacientes
hasta el momento. Los genes suicidas son un tipo
de genes que producen proteinas con propiedades
negativas, en el sentido de que pueden convertir un
pro-farmaco en una sustancia activa mortal.

Los genes empleados mas habitualmente codifican
el enzima timidin-kinasa del virus herpes simple
(HSV-TK). Este enzima que, normalmente no esta
presente en las células humanas, convierte muy
eficientemente el farmaco ganciclovir (GCV) en
una sustancia toxica para las células en division.

El primer ensayo clinico que empleé esta estrategia
se llevo a cabo en 1992 y se dirigia contra células
tumorales cerebrales. Los primeros ensayos eran
para el tratamiento de tumores cerebrales, ya que
ataca a todas las células que se estan dividiendo en
su proximidad, y en el cerebro casi se dividen
Unicamente las células cancerosas. Hoy en dia
como la estrategia es muy local existen protocolos
de muchos tipos de cancer. En la actualidad hay 47
ensayos clinicos que utilizan esta estrategia de
tratamiento: 40 estan en fase I, 2 en fase Il y 1 en
fase Il En la mayoria de los ensayos se emplean
como vectores retrovirus y adenovirus, en alguno se
estd empezando a utilizar liposomas. Hasta el
momento s6lo se dispone de resultados de 7
ensayos clinicos: 3 en fase | y 4 en fase I/ll. La
mayoria son de tumores cerebrales. Se observan
mas complicaciones con el empleo de adenovirus.
Se produce transferencia génica, pero escasos
resultados clinicos (6-13)

En Espafia, en la Clinica Universitaria de Navarra,
estd pendiente de iniciarse dos ensayos con el
empleo de este pro-farmaco:

El primero es un ensayo clinico en fase | de la
terapia génica del cancer de pancreas mediante la
administracion intratumoral de un vector adenoviral



portador del gen de la timidin kinasa del virus
herpes simple.

El segundo es un ensayo clinico en fase | de la
terapia génica del hepatocarcinoma mediante la
administracién intratumoral de un vector adenoviral
portador del gen de la timidin kinasa del virus
herpes simple.

Otro sistema empleado es el gen de la citosin
deaminasa (CD) que convierte el farmaco 5-
fluorocitosina (5FC) en 5-fluorouracilo, que inhibe
la sintesis de ADN y ARN, por lo que es tdxico
tanto si la célula esta en divisién como sino. Sélo
hay publicado un protocolo que se basa en esta
estrategia, para el tratamiento del cancer de
préstata. No se dispone de resultados.

Terapia génica dirigida a los oncogenes y genes
supresores de tumores.

Con el objetivo de recuperar procesos importantes
que se han perdido, se pueden implantar genes
defectivos (genes supresores de tumores) en las
células cancerosas, o introducir genes que regulan
y/o inhiben los oncogenes u oncoproteinas
activadas.

Genes supresores de tumores
p53

La funcion de la proteina p53 es particularmente
importante en el control del ciclo celular, el inicio
de la reparacion del ADN tras un dafio, el
mantenimiento de la estabilidad del genomay en la
induccion de la muerte celular programada
(apoptosis)

Actualmente se estan realizando 34 ensayos
clinicos con la utilizacion de este gen: 18 en fase I,
8 en fase Il, 3 en fase I/Il, 3 en fase lI/1ll y 2 en fase
I1l. Solo se dispone de resultados de 5 ensayos
clinicos (2 en fase 1l y 3 en fase ). Es bien tolerado,
se observa transferencia genética y remision parcial
y total en algunos pacientes. (14-19)

Algun hospital espafiol ha participado en un estudio
multicéntrico en fase Il para el estudio de este gen
en tumores de cabeza y cuello.

Actualmente se esta llevando a cabo dos ensayos
clinicos multicéntricos en fase Il que evallan la
utilizacién de p53 asociado a quimioterapia versus
quimioterapia sola en carcinoma escamoso de
cabezay cuello.

Se dispone de los resultados sobre tolerancia y
seguridad del RPR/INGN (gen p53) en 309
pacientes con cancer avanzado (73% carcinoma de
células escamosas de cabeza y cuello
recurrente/refractario, y el 27% carcinoma de
pulmoén de células no pequefias). La tolerancia es
bastante aceptable. Los efectos adversos mas
frecuentes fueron fiebre, escalofrios, sindrome
gripal (60%) y dolor en el lugar de la inyeccion
(39%). Los efectos adversos serios (todos menos
del 5%) fueron fiebre, infeccién y hemorragia. (20)

BRCA-1

Es otro gen supresor de tumores que a menudo estéa
inactivado o mutado en tumores de mama
hereditarios y en cancer de ovario.

Este gen se estd empleando en 3 ensayos clinicos: 2
de ellos en fase I/l para el tratamiento del cancer
de ovario y otro en fase | para el tratamiento del
cancer de prostata.

Se dispone de los resultados de uno de los ensayos
en fase I/11: el vector empleado es un retrovirus. La
administracion es intraperitoneal, observandose
peritonitis en 3 de los 12 pacientes, transferencia
genética en todos ellos, reduccién del tumor en 3
pacientes y estabilizacién de la enfermedad en 3.
(21 ,22)

Oncogenes

Uno de los oncogenes expresado con mayor
frecuencia en diferentes tipos de cancer, como el de
ovario, mama, pulmén y colon, es el Her-2/Neu/c-
erbB2. El gen codifica el receptor de un factor de
crecimiento 'y su expresién excesiva esta
principalmente causada por una amplificacion del
gen. En estudios preclinicos se ha visto que la
expresion de anticuerpos dirigidos contra el
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componente extracelular de c-erB2 inhibe el
crecimiento del tumor. (1) Se han iniciado ensayos
clinicos en fase | empleando esta estrategia para el
tratamiento del cancer de ovario y de mama, pero
todavia no se dispone de resultados.

Otra estrategia para contrarrestar el efecto de la
expresion excesiva de c-erbB2  consiste en el
empleo de la proteina virica E1A. Hemos
identificado 8 ensayos clinicos que emplean esta
estrategia: 5 son en fase | y 3 en fase Il. Un ensayo
clinico en fase | recientemente concluido se basa en
la utilizacion del gen E1A en forma de plasmido
como liposoma; pero los resultados no han sido
publicados.

En un ensayo multicéntrico en fase Il se ha
observado baja toxicidad y estabilizacién de la
enfermedad. También se ha visto que la
combinacién de taxol y E1A puede ser una
modalidad de tratamiento eficiente. ~ También
pueden ser tratadas otras formas de cancer que
aquellas en las que hay sobreexpresion del c-erbB2.
Se ha visto en el dltimo afio un aumento de los
ensayos clinicos con el empleo de la proteina virica
E1A, pero no hay resultados.

Virus oncoliticos, “smart viruses”

Las diferencias existentes entre las células normales
y las cancerosas pueden ser empleadas para la
terapéutica. Se pueden construir virus que sélo
infecten y maten a las células cancerosas, aunque en
términos estrictos esta estrategia no seria terapia
génica.

En esta estrategia de tratamiento se emplean virus
con capacidad de replicacién, que puedan replicarse
en las células cancerosas, de manera que cuando la
célula es destruida se liberan nuevos virus que
pueden infectar a las células vecinas. En principio,
una Unica inyeccién aplicada en el centro del tumor
puede tener un efecto domind y destruir todas las
células cancerosas sin afectar a las células
normales. Estos virus se denominan virus
oncoliticos. El problema de esta estrategia de
tratamiento es que las particulas no pueden difundir
muy lejos en el tejido sélido

Tratamiento con moléculas antisentido vy
ribozimas

Se han comenzado 4 estudios con moléculas
antisentido dirigidas contra varios oncogenes, Yy
combinadas entonces con otros tipos de terapia
génica o tratamiento convencional. Hasta ahora, no
se dispone de resultados de estos estudios.

Segun las informaciones que disponemos no se
estdn realizando estudios con el empleo de
ribozimas en los pacientes afectados de cancer. Uno
de los aspectos que proximamente puede alcanzar el
estadio de ensayo clinico es la utilizacién de una
ribozima para la “downregulation”, disminucién de
la expresion del gen del factor angiogénico VEGF,
que es un gen implicado en los procesos de
metéstasis.

Entre los estudios que se estan llevando a cabo
basados en plasmidos, cabe destacar el tratamiento
de moléculas antisentido contra el factor de
crecimiento insulin like de tipo | (IGF-1) en el
glioblastoma, c-myc en el cancer de prostata y de
mama, Yy la molécula antisentido c-fos intrapleural e
intraperitoneal en el cancer de mama. También se
ha comenzado a utilizar moléculas antisentido
contra el receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) y contra TGF-B2. También se
esta realizando terapia introduciendo un nuevo gen
en combinacion con “downregulation” (regulacion
a la baja) de otro gen. La leucemia mieloide cronica
estd causada por la traslocacion entre los genes ber
y abl en las células germinales hematopoiéticas. El
curar a los pacientes implica recuperar todas las
células que tienen esta traslocacion. Esto es muy
dificil de conseguir con el tratamiento
convencional. En este estudio en fase | un retrovirus
que contiene el gen para el factor de resistencia a la
quimioterapia dihidrofolato-reductasa es ligado con
una secuencia de antisentido contra el gen producto
de la traslocacion. El objetivo es combinar la
resistencia a la quimioterapia de las células
normales y al mismo tiempo, disminuir la expresion
del gen que provoca la traslocacion en las restantes
células tumorales.



Recientemente se ha comenzado un ensayo en fase
Il empleado la molécula antisentido fosfotiorato
dirigida contra la protein kinasa C para el
tratamiento de pacientes con melanoma maligno y
cancer de pulmdn de células no pequefias. La
molécula antisentido es administrada de forma
intravenosa. Los resultados de ensayos clinicos en
fase | muestran efectos en el crecimiento del tumor
en un grupo de pacientes.

4.3.2. Inmunoterapia

Tabla 1. Principios para los estudios de
inmunoterapia

Principio Gen transferido

Citokinas IL-2, IL-4, IL-6/sIL-6-
R, IL-7, IL-12, TNF,
IFN gamma, IFN-b,
GM-CSF,

Lymphotactin.

Aloantigenos/xenoanti | HLA-B7, HLA-A2,
genos (antigenos de | HLA-B13, H2-K(K)
histocompatibilidad)

Antigenos virales Human papillomavirus

(HPV E6 and E7)

Antigenos tumorales MUC-1, MART-1,
Gpl00, CEA, PSA,
HPV, Tyrosinase,
Idiotype.

Moléculas de |CD80 (B7.1), CD140

interaccion celular (CD40L)

Anticuerpos y|sFv, TCR ab, CC49-

receptores de células T | Zeta TCR.
modificados. Modified
antibody molecules
and T-cell receptors.

Citokinas

Son proteinas que actlan como moléculas de
comunicacion entre las células. Juegan un papel
fundamental en la regulacion de la actividad del
sistema inmune, y se ha visto que tienen un
importante efecto contra el cancer en modelos
animales.

La terapia con citokinas es complicada, ya que
muchas de ellas pueden provocar efectos
secundarios graves, tienen elevado coste y limitado
efecto cuando se emplean en humanos.

Se estan realizando muchos ensayos clinicos con el
empleo de estas técnicas. En muchos de ellos se
asocian diferentes citokinas. La IL-2 se estd
empleando en 40 ensayos (27 en fase I, 11 en fase
I/1l'y 2 en fase Il), se dispone de resultados de 10
ensayos. (23-39)

La IL-4 se esta empleando en 3 ensayos (1 en fase |
y 2 en fase I/11), se dispone de resultados de los dos
Gltimos. (40-41)

La IL-6/sIL6-R se estd empleando en un ensayo
clinico en fase /11 y se dispone de resultados. (42)
La IL-7 se esta empleando en 4 ensayos clinicos (1
en fase | y 3 en fase I/Il) en asociacién con otras
interleukinas. Se dispone de resultados de dos de
ellos. (43-45)

La IL-12 se esta empleando en 7 ensayos (4 en fase
I'y 3 en fase I/l1), y se dispone de resultados de dos
de ellos. (43-47)

EL factor de necrosis tumoral (TNF) se esta
empleando en 4 ensayos clinicos en fase I, y de
momento no se dispone de resultados.

El interferon gamma se estd empleando en 7
ensayos (6 en fase | y 1 en fase I/Il). Se dispone de
resultados de 3 de ellos. (48-50)

El factor estimulador de colonias de macréfagos
(GM-CSF) se esta empleando en 28 ensayos de los
que 17 son en fase I, 10 en fase I/ll y 1 en fase II.
Se dispone de resultados de 5 ensayos. (43-45, 51-
53)

Aloantigenos

Los aloantigenos son muy potentes estimulando el
sistema inmunitario. Mediante la transferencia de
genes para aloantigenos de los tumores, se puede
conseguir una respuesta anti-aloantigeno y también
contra otros antigenos tumorales.

Una serie de ensayos se basa en transferir HLA-B7
a pacientes que carecen de ello (muy frecuente en
los caucésicos). También hay ensayos en fase Il y
uno en fase Il combinando la terapia génica con
HLA-B7 con quimioterapia.

Se ha conseguido transferencia genética exitosa y
expresion en el tratamiento de melanoma maligno y
diferentes carcinomas. Se ha visto reduccion del
tumor en varios pacientes, e incluso unos pocos
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pacientes han logrado regresion en tumores no
inyectados. (54-61)

También se han empleado los genes HLA-A2 o
HLA-B13 o H-2K(k) observandose una regresion
completa de algun nédulo. (62)

Antigenos tumorales

Durante los dltimos afios se han identificado
numerosas moléculas que son expresadas por las
células tumorales y que pueden inducir respuesta
inmune especifica. Se han iniciado ensayos clinicos
en los que se emplean como vectores adenovirus o
vaccinia virus para la transferencia de genes que
codifican  determinados antigenos tumorales
(CEA,MART-1...) Se dispone de resultados de 6
ensayos clinicos que utilizan MART, gp 100, PSA
y CEA (63-68)

Anticuerpos modificados/Genes TCR

Algunos ensayos han empleado genes constructores
de inmunoglobulinas (anticuerpos) o genes de
receptores de células T. Un interesante principio
consiste en emplear anticuerpos intracelulares de
cadena sencilla sFv (single chain Fragment
variable) contra el idiotipo tumoral en la neoplasia
de linfocitos B. En un tumor de células B, todas las
células cancerosas expresan una molécula de
inmunoglobulina idéntica, por lo que este
representara un Unico antigeno tumoral (idiotipo).
En la clinica se ha logrado éxito con el empleo de
estrategias anti-idiotipo en linfomas de células B,
por lo que se han iniciado ensayos clinicos basados
en el gen idiotipo sFv.

Se ha empezado un ensayo clinico en fase | para su
estudio, pero no se dispone de resultados.

4.3.3. Proteccioén de células normales

En pacientes con cancer en los que otras
posibilidades de tratamiento tienen una pequefia
probabilidad de éxito, se suele intentar la
quimioterapia a altas dosis con transplante autélogo
de médula 6sea. EIl efecto de la quimioterapia a

altas dosis se consigue con dosis repetidas, pero con
el riesgo de pancitopenia (bajo nivel de células
sanguineas), que se asocia con mayor riesgo de
infecciones, que pueden ser mortales. Para
contrarrestar esto, se han intentado mdltiples
estrategias que tratan de aumentar la resistencia de
las células de la médula 6sea, células madre, contra
los regimenes de quimioterapia. Los genes que se
emplean son basicamente gen MDR-1 (multidrug
resistance gene) y el gen para una enzima
reparadora, MGMT  (O°-methylguanine-DNA-
methyltransferase).

Se ha empleado el gen MDR-1 en 9 ensayos
clinicos en fase | y 1 en fase I/Il. Se dispone de
resultados de 3 ensayos clinicos (2 en fase I y 1 en
fase I/11) (69-73)

El gen MGMT se estd empleando en un ensayo
clinico en fase | para el tratamiento de tumores
cerebrales, no se dispone de resultados.

Se ha visto que la quimioterapia a altas dosis tiene
peores resultados de lo que se esperaba.

4.3.4. Fase clinica de los ensayos de

cancer

Unicamente se han registrado 4 ensayos clinicos en
fase Ill. Por el momento, no se dispone de
resultados.

Uno de ellos se basa en el empleo del pro-farmaco
HSV-TK, con la cointervencion del ganciclovir,
para el tratamiento del glioblastoma. EI vector
utilizado es un retrovirus y la inyecciéon es
intratumoral. Los pacientes previstos para este
estudio son 251 Wiley=175, NIH=157-(1996-08)
En otro de los estudios se emplea la inmunoterapia,
en concreto  HLA-B7/B2-microglobulina vy
empleando como cointervencion la dacarbazina
para el tratamiento del melanoma. El vector es un
liposoma siendo la inyeccién intratumoral, in vivo.
No conocemos el nimero de pacientes previsto para
este estudio.Wiley=354, NIH=234-(1998-02)

En el tercero de los ensayos clinicos en fase Ill, y
en el que estan participando investigadores
espafoles, se emplea el gen supresor de tumores
p53 para el tratamiento del carcinoma de células
escamosas de cabeza y cuello recurrente. Se utiliza



el p53 asociado a quimioterapia  versus
quimioterapia sola. La administracion es
intratumoral empleandose un adenovirus. El
nimero de pacientes previsto es de 288. NIH=412-
(2000-09)

El Gltimo de los ensayos clinicos en fase 11 se basa
en la utilizacién del gen p53 para el tratamiento del
carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello
refractario versus quimioterapia La administracion
es intratumoral, con el empleo de un adenovirus. El
nimero de pacientes previsto es de 240.
Wiley=517, NIH=366-(1999-12) En este estudio
también participan investigadores espafioles.

Hay tres ensayos clinicos en fase II/Ill, que se
basan en el empleo del gen p53, dos de ellos para el
tratamiento del cancer de ovario y uno para el
tratamiento del carcinoma de pulmén de células no
pequefias. No disponemos de resultados.

4.4. Conclusiones/Tendencias

En los dltimos afios ha aumentado de forma
considerable el nimero de ensayos clinicos para el
tratamiento del céncer a nivel mundial. Los
resultados son todavia preliminares, se derivan de
estudios en la mayor parte de los casos en fase I,
por lo que todavia es pronto para conocer el lugar
que estas terapias ocuparan en la clinica.. Los
ensayos clinicos en fase Il que se estan realizando
en la actualidad, con el empleo de HSV-TK, p53 y
HLA-B7 son los que tienen mas posibilidad de salir
al mercado.
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5. TERAPIA GENICA EN LAS
ENFERMEDADES MONOGENICAS,
SALVO LA INMUNODEFICIENCIA
PRIMARIA

5.1. Introduccidén

Las enfermedades monogénicas hereditarias estan
causadas por la mutacion de un Gnico gen. Cada
grupo de enfermedad es raro, pero existen mas de
5.000 enfermedades diferentes. Tienen en comin
que habitualmente son severas y que existen
limitadas opciones de tratamiento, por lo que
constituyen un problema sanitario importante. De
hecho, la terapia génica se inici6 con el tratamiento
de estas enfermedades.

Una condicion imprescindible para que se pueda
llevar a cabo la terapia génica en estas
enfermedades es que el gen implicado sea
conocido. Sin embargo, hasta la actualidad solo se
ha podido identificar los genes implicados en un
namero limitado de patologias.

Hasta el momento, pese a llevar muchos afios
tratando este tipo de enfermedades, no se ha
producido la curacién de ningln paciente.

5.2. Fibrosis Quistica
5.2.1. Introduccién

Se trata de la enfermedad monogénica hereditaria
mas frecuente y se transmite por herencia
autosomica recesiva. Presenta una incidencia de
1/2.000 a 1/4.500 en nifios de origen caucasico.

Esta causada por un defecto en el gen que codifica
la proteina que regula el transporte de cloruro a
través de las membranas celulares. Esto conlleva
deshidratacion en el medio extracelular vy
produccién de un moco espeso, problemas de
malabsorcion, al impedirse la funcién normal del
pancreas, infecciones repetidas de las vias aéreas y
esterilidad en varones.

El gen fue identificado en 1989 (Cystic fibrosis
transmembrane  conductance  regulator  gene:

CFTR). Se conocen méas de 800 mutaciones de este
gen, pero la mas frecuente es la mutacion DF508.

El tratamiento sintomatico de estos pacientes
consiste en antibioterapia, fisioterapia y farmacos
que hagan el moco menos espeso. Con este
tratamiento se ha conseguido aumentar la esperanza
de vida de estos pacientes, pero continua siendo una
enfermedad muy seria que a menudo conduce a la
muerte a edades tempranas. Por ello, hay gran
necesidad de un tratamiento curativo.

5.2.2. Estrategias de tratamiento

En estudios in vitro se ha visto que el defecto en el
transporte de cloruro en las células epiteliales puede
ser corregido mediante la insercion de un gen
normal.

Los vectores mas empleados para la transferencia
del gen de la fibrosis quistica son: adenovirus, virus
adenoasociados y liposomas. Habitualmente la
célula diana ha sido el epitelio nasal, que es el mas
accesible, y también el epitelio de los senos nasales
en casos de antrotomia. Sin embargo, existe
discusion de cual deberia ser el tejido diana, y
algunos autores consideran que probablemente las
células pulmonares, que son las que tienen la mayor
expresion del gen.

5.2.3. Ensayos Clinicos

Se han identificado 30 ensayos clinicos que
estudian la fibrosis quistica. De ellos 20 son en fase
I, 9 en fase I/l y 1 es en fase Il (este ultimo fue
aprobado en Junio de 2000 y no se dispone de
resultados).

La mayoria de estos ensayos son bastante antiguos,
y se ha observado que aunque la transferencia
génica tiene lugar, su eficacia es bastante limitada.
(74-87) No se dispone de resultados clinicos, al
tratarse de ensayos en fases precoces. Parece que la
utilizacion de adenovirus es mas eficiente, pero se
observa mas riesgo de  complicaciones
inmunoldgicas.
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Otro inconveniente es que los ensayos clinicos se
han realizado en adultos y al tratarse de una
enfermedad que se manifiesta en la infancia,
aumentando las complicaciones con el paso de los
afios, lo ideal seria poder resolver el trastorno lo
antes posible. Por ello, podria estar justificado
realizar ensayos clinicos en nifios.

5.3. Otros trastornos monogénicos
hereditarios

Las enfermedades metabdlicas estan producidas por
un defecto en el metabolismo, habitualmente por
falta de alguna enzima que conduce a la progresion
de la enfermedad y, a menudo, a la muerte a edades
tempranas. En algunos casos, el tratamiento
dietético puede evitar la progresion de la
enfermedad. Otras estrategias de tratamiento
pueden ser el transplante de médula 6sea o la
administracion del enzima. Sin embargo, en la
mayoria de los casos la Unica opci6n es el
tratamiento sintomatico, y por ello la terapia génica
puede ser la Unica posibilidad de tratamiento
curativo. Un problema en las enfermedades
metabolicas es que el dafio permanente ya ha
ocurrido habitualmente para cuando tiene lugar el
diagndstico.

5.3.1. Ensayos Clinicos

En las bases de datos evaluadas se han identificado
protocolos clinicos de diferentes enfermedades
monogénicas: Déficit de alpha-1 antitripsina
(AAT), esclerosis lateral amiotrofica, enfermedad
de Canavan, enfermedad granulomatosa cronica,
enfermedad de Fabry, hipercolesterolemia familiar,
anemia de Fanconi, enfermedad de Gaucher, atrofia
giratoria, hemofilia A y B, sindrome de Hunter,
enfermedad de Huntington, distrofia muscular,
déficit parcial de ornitin-transcarbamilasa......

S6lo mencionaremos las mas importantes:

Enfermedad de Gaucher

Se trata de una enfermedad autosémica recesiva
(1/55.000) causada por falta del enzima lisosémico
glucocerebrosidasa. Esto produce la acumulacion

de glucosilceramida en las células
reticuloendoteliales, lo que conlleva un aumento del
tamafio del bazo, afectacion del higado y del
esqueleto, y pancitopenia. Se han identificado 3
ensayos clinicos en fase | que se basan en la
transferencia del gen que codifica este enzima
empleando como vector un retrovirus. Se dispone
de resultados de uno de ellos: se observa
transferencia génica en 2 pacientes, pero el efecto
es demasiado bajo para esperar beneficio clinico.
(88,89)

Enfermedad de Hunter (Mucopolisacaridosis tipo
1)}

Es una enfermedad hereditaria recesiva ligada al
cromosoma X causada por la falta del enzima
iduronato-2 sulfatasa. Esto produce la acumulacion
de glucosaminoglicanos y causa deformidad
esquelética, complicaciones cardiopulmonares,
retraso mental y muerte antes de los quince afios.

Se han identificado dos ensayos clinicos en fase |
con transferencia del gen que codifica este enzima,
pero no se dispone de resultados.

Hipercolesterolemia familiar

Es una enfermedad autosémica dominante, en su
forma heterozigota es una de las enfermedades
monogeénicas mas prevalente. Es causada por la
mutacion del gen de LDL (lipoproteina de baja
densidad). En su forma homozigota, rara, es dificil
de tratar. Se ha transferido con éxito retrovirus
recombinante a células hepaticas ex vivo, que una
vez devueltas al organismo han producido una
reduccion de la concentracion de colesterol en las
formas homozigotas, por lo que la terapia génica se
convierte en una opcion para esta enfermedad. (90-
92)

Fenilcetonuria

Es causada por el déficit del enzima
fenilalaninahidroxilasa en el higado lo que conlleva
la acumulacion de fenilalanina en la sangre, y
retraso mental. Actualmente se trata con dieta baja
en fenilalanina. Con este tratamiento ha mejorado el
pronostico, pero el efecto es limitado y es necesario



un tratamiento curativo. Se han realizado estudios
en ratones basados en el empleo de terapia génica.

Hemofilia A

Se trata de un trastorno hemorragico ligado al
cromosoma X debido a mutaciones en el gen que
codifica el factor VIII de la coagulacion. Afecta a
1/5.000 varones. Puede haber diferentes grados de
hemofilia segun la actividad del factor VIII, y el
tratamiento actual consiste en la administracion de
factor VIII sanguineo con el consiguiente riesgo de
transmision de infecciones.

Disponemos de los resultados recientes de un
ensayo clinico en fase | realizado a 6 pacientes con
hemofilia A severa, mediante la inyeccion de factor
VIl modificado genéticamente y empleando un
plasmido de ADN como vector: se ha observado
reduccién del sangrado, en la necesidad de emplear
factor VIII ex6geno o ambos. (93)

Hemofilia B

Es un trastorno de la coagulacién raro (afecta a
1/25.000 varones) debido a la falta del factor 1X. El
tratamiento tradicional, como en el caso anterior,
consiste en la inyeccion de factor IX sanguineo, con
sus consiguientes riesgos de infeccion, por lo que se
esta tratando de desarrollar nuevas estrategias de
tratamiento. Se dispone de los resultados de un
ensayo clinico en fase I/Il empleando el factor 1X
modificado genéticamente y un retrovirus como
vector. Los resultados en dos pacientes aportan
mejoria clinica, con menor riesgo de sangrado.
(94,95)

Déficit de alfa-1 antitripsina

Se trata de una enfermedad hereditaria por una
anomalia en el gen que codifica esta proteina. Los
individuos con esta enfermedad tienen inflamacién
pulmonar cronica y desarrollan enfisema pulmonar
a edades tempranas, sobre todo si son fumadores.
La proteina AAT estd comercializada y es una
terapia aceptada para estos pacientes, pero es
extremadamente cara, se administra por via
intravenosa, y se obtiene del suero humano con los
riesgos que esto supone. Por ello, los preparados
comerciales estan limitados. La terapia génica es

una opcidn interesante. Hay un ensayo clinico en
fase I, y se observa que la transferencia del gen
AAT normal al epitelio respiratorio de pacientes
con deficiencia produce potencialmente
concentraciones terapéuticas de AAT y que la
terapia génica de AAT es antiinflamatoria. (96)

5.4. Conclusiones/Tendencias

La terapia génica tiene un gran potencial en el
tratamiento de las enfermedades monogénicas
hereditarias en las que no existe ningun tratamiento
curativo.  Sin embargo, hasta la actualidad los
ensayos clinicos que se estan realizando son en
fases precoces y no se dispone de resultados
concluyentes.

La fibrosis quistica es la enfermedad mas estudiada
y en la que se estan realizando mas estudios, pero a
pesar de obtenerse una adecuada transferencia
genética, no se produce una respuesta clinica
adecuada.

Habra que continuar investigando las bases
moleculares implicadas para el éxito de estas
técnicas.

Como muchas de estas enfermedades se inician a
edades tempranas, seria necesario iniciar el
tratamiento de forma precoz, antes de que los
cambios y los dafios producidos sean irreversibles.
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6. TERAPIA GENICA PARA EL TRATA-
MIENTO DE INMUNODEFICIENCIAS
PRIMARIAS

6.1. Introduccién

Las inmunodeficiencias primarias son un grupo de
enfermedades raras, habitualmente congénitas, que
en la mayoria de los casos se producen por
mutaciones en los genes que son imprescindibles
para el funcionamiento normal del sistema
inmunitario.

Son enfermedades muy severas, que no tienen un
tratamiento curativo salvo en aquellos casos en los
que es factible un transplante de médula 6sea.

6.2. Condiciones para el desarrollo
de terapia génica

Para el desarrollo de terapia génica en el
tratamiento de inmunodeficiencias primarias es
necesario que se cumplan una serie de requisitos:
Primero, el gen responsable de la enfermedad debe
haber sido identificado y secuenciado. Ademas,
debe conocerse su funcién, ya que si no su
manipulacion podria producir consecuencias no
previstas y potencialmente severas.

Existen también serios problemas relacionados con
los especiales mecanismos regulatorios de muchos
genes esenciales en el sistema inmune. Algunos
genes para los que la terapia génica podria ser
relevante, se expresan s6lo en ciertos tipos de
células o s6lo en una fase especial de
funcionamiento de un tipo celular. Esto puede
suponer un problema, ya que la terapia génica en el
momento actual no permite una regulacién tan
selectiva.

6.3. Estrategias para los protocolos
En el tratamiento de las inmunodeficiencias

primarias las células diana empleadas son Stem
Cells y linfocitos.

6.4. Inmunodeficiencia
combinada (SCID)

severa

Se trata de un grupo de inmunodeficiencias
primarias severas que afecta a los linfocitos T y B,
causando un fallo total en el sistema inmunitario
especifico, en la defensa contra las infecciones. Se
han descrito diferentes defectos genéticos causantes
de esta enfermedad; presentan diferentes patrones
hereditarios y diferentes consecuencias clinicas e
inmunoldgicas. Un hecho comun en todas ellas es
gue son fatales si los pacientes no reciben
tratamiento. En principio, todas estas enfermedades
son tratadas con transplante de médula 6sea y en el
caso de la deficiencia de ADA (enzima adenosin
deaminasa) existe la posibilidad de la terapia de
sustitucion con el enzima, pero es una opcion cara y
no curativa.

6.4.1. SCID por déficit de ADA

Esta patologia fue la primera que se tratd con
terapia génica en humanos. El gen fue identificado
a mediados de los afios 80, y su funcion y
regulacion es bien conocida.

Se han identificado 10 protocolos clinicos de los
que 4 son en fase | y 6 en fase I/Il. Las células
diana son linfocitos T de sangre periférica, Stem
Cells de la médula 6sea o Stem Cells CD34+ de
sangre de cordén umbilical.

Con el empleo de técnicas de terapia génica no se
han observado efectos adversos serios, pero ningin
paciente se ha curado hasta el momento. (97-106)
Se necesita mas investigacion para conocer el lugar
que puede tener esta técnica en el tratamiento de
este tipo de inmunodeficiencia.

6.4.2. SCID

cromosoma X

recesivo ligado al

En esta patologia se produce una mutacién en el
gen que codifica la cadena gamma, que

es una parte del receptor del linfocito para distintas
interleukinas.

Se dispone de los resultados de un ensayo clinico en
fase | en el que se trata a dos bebés con terapia
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génica utilizando un retrovirus asociado con un gen
normal para la cadena gamma. Los resultados son
muy prometedores, observandose mejoria clinica:
disminucion del ndmero de infecciones vy
crecimiento y desarrollo psicomotor normal.(107)

6.5. Déficit  de

fosforilasa

purinanucledsido

Otra causa de inmunodeficiencia primaria consiste
en un defecto genético en el enzima
purinanucledsido fosforilasa, lo que produce un
defecto en las células T y B.

En esta enfermedad no existe un tratamiento
efectivo, y muchas veces el transplante de médula
oOsea tiene resultados pobres, por lo que se intentan
nuevas estrategias de tratamiento.

En cultivos celulares se ha observado que la
transferencia genética a las células madre
(precursoras?) Stem Cells es posible.

Se ha desarrollado un protocolo clinico para la
transferencia genética, pero todavia no se dispone
de resultados. Es un ensayo clinico en fase I.

6.6. Inmunodeficiencias primarias
con funcién fagocitaria de-
ficiente.

6.6.1. Enfermedad granulomatosa

crénica.

Se producen defectos en un importante sistema
enzimatico, el sistema oxidativo NADPH
(nicotinamida-adenin-dinucleétido fosfato reducido
oxidasa), lo que produce serios problemas con las
infecciones. Se han descrito 4 déficits diferentes. En
las bases de datos se han identificado 3 protocolos
clinicos diferentes y solo se dispone de resultados
de uno de ellos: Se trata de un ensayo clinico en
fase |, realizado a 5 pacientes afectados, y se
observa que tiene lugar la produccién, aunque de
forma limitada, de granulocitos con el gen
corregido, durante mas de 6 meses. No se dispone
de resultados en la clinica. (108)

6.6.2. Defecto de adhesion de los
leucocitos

Se produce por un defecto en el gen que codifica
una importante molécula de adhesion (CD18), lo
que provoca un funcionamiento deficitario de los
granulocitos e implica infecciones graves. En
ocasiones, esta enfermedad puede curarse mediante
un transplante de médula dsea, pero esto no siempre
es posible. Por ello, se estd investigando la
posibilidad de curacién mediante el empleo de
terapia génica. Asi, se ha identificado un protocolo
de un ensayo clinico en fase I, para la sustitucién de
este gen deficitario empleando como vector un
retrovirus. Todavia no se dispone de resultados.

6.7. Otras inmunodeficiencias

Para algunas inmunodeficiencias primarias, la
terapia génica no es posible a pesar de que el
defecto genético es conocido, ya que la funcién del
gen no se conoce todavia adecuadamente.

6.8. Conclusiones/Tendencias

Se cree que la terapia génica puede tener un lugar
en la clinica en los afios futuros, ya que en muchas
enfermedades por deficiencia del sistema
inmunitario, en las que no es posible el transplante
de médula 6sea o ha fallado, es la Unica opcién de
tratamiento. En otras enfermedades en las que
existe tratamiento, éste a menudo es muy caro, por
lo que podria suponer una opcién. De todos modos,
todavia es pronto para poder precisar el lugar de la
terapia génica en estas enfermedades, es preciso
continuar investigando.
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7. TERAPIA GENICA PARA LA
INFECCION POR VIH Y OTRAS
INFECCIONES VIRALES

7.1. Introduccién

La epidemia por el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) ha afectado a la mayoria de los
paises del mundo y esta fuera de control en Africa,
Asia y América Latina. En Espafia esta infeccion
produce importantes consecuencias sociales y
sanitarias, aunque en los Ultimos afios se esta
observando una reduccion de la incidencia.

Desde hace unos afios se observa una disminucién
de la mortalidad por este virus al haberse
introducido farmacos nuevos y mas potentes,
ademas de haberse progresado en el conocimiento
de la biologia molecular.

A pesar de todos estos avances, la terapéutica del
VIH continla encontrdndose con importantes
problemas: no todos los pacientes responden igual
al tratamiento, se producen recaidas, los farmacos
pueden producir importantes efectos adversos, y
ademas, el tratamiento no permite la erradicacion
del virus, por lo que los pacientes tendran que
tomar la medicacién de por vida. Ademas, la
mutacion frecuente de los virus hace que a menudo
desarrollen resistencias al tratamiento.

Todo ello hace que se busquen nuevas estrategias
de tratamiento que complementen al tratamiento
actual, por lo que existe un gran interés en
desarrollar nuevas estrategias de terapia génica
contra la infecccion por VIH.

7.2. Estrategias de los protocolos
para la infeccién por VIH

El disefio de las estrategias de terapia génica se basa
en el importante desarrollo en los Gltimos afios del
conocimiento de la genética del VIH, su biologia
molecular y la patogénesis de la infeccion.

El genoma del virus estd formado por ARN. Las
células diana atacadas durante su infeccion son,
sobre todo, los linfocitos T CD4+ (fundamentales

para la defensa inmunitaria). Cuando el virus se
introduce en las células, la enzima virica
transcriptasa inversa transforma su ARN en ADN,
que se incorpora en el ADN de la célula huésped.
Este genoma viral integrado ordena la sintesis de
nuevas particulas virales en la célula mediante la
codificacion de 3 tipos de proteinas viricas:
proteinas estructurales (Gag, Pol y Env), proteinas
regulatorias (Tat, Rev, Nef) y proteinas de
maduracion virica (Vif, Vpu, Vpr).

Tedricamente, la replicacion del virus puede ser
detenida blogueando o inhibiendo la funcién de uno
0 mas de los genes y sus correspondientes
proteinas.

Existen 2 estrategias para el tratamiento de la

infeccion VIH mediante terapia génica:

e Introduccion de nuevos genes con el objetivo
de que las células diana de la infeccion por VIH
se hagan resistentes a la replicacion del virus.

e Modificacion genética de las células
inmunitarias con el objetivo de mejorar las
defensas individuales contra el VIH.

Se han identificado 42 ensayos clinicos para el
tratamiento del VIH: 27 en fase I, 8 en fase l/lly 7
en fase Il.

7.3. Inhibicién intracelular del VIH
La terapia génica basada en la inhibicién
intracelular del VIH se basa en el empleo de &cidos

nucleicos virales o proteinas celulares.

Terapia basada en acidos nucleicos virales

A) Estrategias basadas en el empleo de ARN:
Antisentido, ribozimas o sefiuelos (“decoys™)

Antisentido

En este tipo de estrategia se introduce un gen en las
células diana que regulan la expresion de moléculas
de ARN que son complementarias al ARN viral que
se quiere atacar. Dentro de la célula, el ARN
terapéutico se unira especificamente con la
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molécula diana del virus bloqueando su funcién y/o
rompiendo la molécula. Este tipo de estrategia se ha
visto que tiene cierto efecto en varios tipos de ARN
en cultivos celulares.

Se estan realizando ensayos clinicos con terapia
antisentido dirigida a estas importantes moléculas:
secuencia TAR, RNA mensajero del gen Rev, gen
Pol y ARN genoémico viral. La secuencia TAR es el
lugar de unién para el TAT, una proteina viral
regulatoria muy importante para la velocidad de
replicacion del virus en la célula. La proteina Rev
se une al denominado elemento RRE, que esta
ampliamente representado en el ARNm viral y que
tiene un papel fundamental en la formacién de
nuevas particulas virales en la célula.

Se han identificado 10 ensayos clinicos que
emplean esta estrategia de tratamiento para la
infeccion por VIH: 6 son en fase | y 4 en fase I/Il.
Se dispone de resultados de un ensayo en fase I.
(109)

Ribozimas

Son  moléculas antisentido con  actividad
enzimatica. Después de unirse a su diana
(moléculas de ARN viral) causan su destruccion.
Son tan pequefias que pueden construirse ribozimas
con diferentes angulos de ataque dentro del mismo
vector; al mismo tiempo es posible disefar
ribozimas dirigidas a multiples dianas que ataquen
simultaneamente en diferentes lugares del ARN
viral.

Se han identificado 4 estudios de terapia con
ribozimas: 3 en fase | y 1 en fase I, pero no se han
publicado resultados.

En esta estrategia de tratamiento también el virus
puede desarrollar mutaciones resistentes a los
ribozimas. Probablemente, el futuro sera emplearlos
en combinaciébn con otras modalidades de
tratamiento.

Sefiuelos

Como se ha mencionado anteriormente los sitios
TAR y RRE del ARN viral son importantes lugares
de wunion para Tat y Rev, proteinas viricas
regulatorias fundamentales. Estas uniones pueden
bloguearse mediante terapia génica gracias al

empleo de sefiuelos. Esta estrategia se basa en la
introduccion de un gen en las células huesped que
expresan moléculas de ARN, estructuralmente
idénticas al TAR y RRE viral. Las moléculas
“sefiuelos™ se unirdn a las proteinas virales Tat y
Rev y las “atraeran” fuera de TAR y RRE. Esta
estrategia tiene un efecto antiviral importante en
cultivos celulares.

Se han comenzado ensayos clinicos en fase |
empleando esta estrategia, pero no se dispone de
resultados.

Se tiene miedo a que esta forma de terapia génica
pueda tener serios efectos secundarios, ya que la
unién natural entre Tat y Rev por un lado y su ARN
correspondiente por el otro implica la unién de
proteinas celulares del huesped que pueden ser
desviadas de las funciones celulares normales. Se
esta trabajando para disefiar moléculas “decoy” que
No se unan a esas proteinas celulares.

B) Oligonucle6tidos  sintéticos de  ADN
introducidos de forma exdgena con
propiedades antisentido.

Los principios de antisentido se utilizan también
aqui, ya que los oligonucledtidos empleados son
disefiados para que se unan especificamente con el
ARNM viral que es la molécula diana. Esto produce
un bloqueo del ARNm para que la proteina viral
correspondiente no sea sintetizada en la célula.
Estas formas de terapia tienen gran potencial. Son
eficientes en experimentos en cultivos celulares y se
ha visto también que amplifican el efecto de los
farmacos anti-VIH in vitro. Se han publicado
ensayos en fase | con uno de estos oligonucle6tidos
(GEM 91) dirigido contra el ARNm del gen gag del
genoma viral, y es bastante probable que se realicen
ensayos clinicos con una version mejorada de esta
molécula (GEM 92).



Terapias basadas en proteinas intracelulares con
efecto anti-VIH

Dominant negative proteins. Proteinas con efecto
negativo dominante

Consiste en introducir genes o fragmentos de genes
que producen la sintesis de proteinas relacionadas
con importantes proteinas virales, pero sin ciertas
propiedades esenciales de las proteinas “naturales”.
Estas proteinas modificadas tendrdn efecto
antiviral, en parte porque compiten con proteinas
virales “naturales” por los lugares de unién con el
ARNmM, en parte por capturar factores celulares
implicados en la unién “natural” entre la proteina
viral y el ARN viral, y finalmente por construir
complejos con las proteinas virales producidas de
forma natural y neutralizarlas.

En los ensayos clinicos méas avanzados, se
introduce un gen que codifica una proteina Rev
modificada (Rev M10). Hay 2 ensayos clinicos que
utilizan esta estrategia, pero todavia no se dispone
de resultados. En uno de ellos se produce una
proteina que supone una combinacion de las
proteinas Tat y Rev modificadas. La implantacion
de una secuencia genética de esta proteina en
cultivos celulares tiene un significativo efecto anti-
VIH, y el gen tiene claramente un potencial para la
terapia génica.

Un problema posible con el empleo de estas
proteinas con efecto negativo dominante es que son
extrafias para el huésped, pueden desencadenar una
respuesta inmune cuando se expresan en las células
huésped modificadas y, por lo tanto, ser destruidas,
desapareciendo el efecto terapéutico.

Proteinas celulares

La implantacién de genes que codifican proteinas
celulares, por ejemplo, proteinas con origen en el
huésped con efecto anti-VIH, podrian utilizarse en
terapia génica para el tratamiento del VIH. Asi, por
ejemplo, la molécula CD4 se expresa en la
superficie de los linfocitos CD4+ y es capaz de
unirse al VIH.

Intrabodies

Es factible introducir un gen en las células huésped,
incluyendo linfocitos CD4, que produzcan la
sintesis de los denominados “intrabodies” o
anticuerpos intracelulares: fragmentos
monocatenarios de unién a antigenos, derivados de
las moléculas de anticuerpos. Estas moléculas
pueden ser disefiadas de forma que reaccionen
selectivamente con proteinas VIH esenciales y
pueden inhibir la replicacion viral en cultivos
celulares. Se estan realizando ensayos clinicos en
fase | en pacientes con VIH con terapia génica
basada en Rev proteina y contra VIH-1 gp 120
(Env). No se dispone de resultados todavia.

Genes suicidas

En cultivos celulares se han conseguido diferentes
genes suicidas que directa o indirectamente causan
la muerte de la célula si esta infectada por VIH. Se
puede realizar por ejemplo introduciendo el gen de
la toxina de la difteria e introduciendo el gen de la
timidin-kinasa del virus herpes simple, que causa la
muerte celular si las células estan expuestas al
farmaco antiviral ganciclovir. No se ha utilizado
esta estrategia en la clinica.

7.4. Inmunoterapia (110-112)

Inmunoterapia especifica frente al VIH

Linfocitos T citotoxicos

Todavia no se conoce qué elementos del sistema
inmune son decisivos para combatir el VIH, pero
parece que los linfocitos CD8 juegan un papel
importante.

Se esta intentando emplear los linfocitos CD8 con
fines terapéuticos mediante la modificacion por
terapia génica de linfocitos CD8 recuperados
insertando un gen que produce la expresion de un
receptor de superficie que se une selectivamente a
los linfocitos CD4 infectados por el VIH. Tras la
union, las células infectadas se mueren. Un
problema es que los linfocitos CD8 tienen una vida
media limitada en el organismo. Se han identificado
al menos 3 ensayos clinicos en fase I, pero no se
dispone de resultados.
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Vacunas de ADN

Se estan realizando diversos protocolos para el
tratamiento del VIH.

Se basa en la provocacion de una respuesta inmune
frente a antigenos (virales) mediante inyeccion
directa de plasmidos que portan genes de interés, y
gue pueden expresarse de manera auténoma en las
células transfectadas.

Inmunoterapia no especifica

Numerosos pacientes responden bien al tratamiento
convencional con farmacos anti-VIH, pero sin
restablecerse ~ por  completo la  funcion
inmunoldgica. Esto puede disminuir la capacidad
del paciente para combatir el VIH vy otros
microorganismos, que pueden causar problemas.

El disefiar una estrategia de terapia génica dirigida a
mejorar la respuesta inmune de estos pacientes
puede ser una estrategia de tratamiento adecuada,
pero todavia se esta en fase preclinica.

7.5. Problemas con la terapia génica
para la infeccién por VIH

Existen numerosos problemas que han de ser
resueltos antes de que la terapia génica sea una
terapéutica disponible para la infeccién por VIH.
Muchos de esos problemas son genéricos para la
terapia génica, pero otros son especificos debido a
la complejidad de la infeccion por VIH. Las células
diana son los linfocitos CD4 y los CDS8, los
primeros porque representan el punto de ataque mas
importante de los virus y los segundos porque se ha
visto que son importantes en la defensa contra el
VIH. Sin embargo, ambos tienen una vida media
limitada en el organismo.

7.6. Otras infecciones virales

Infeccion por CMV

La infeccion por CMV ocurre con frecuencia,
produciendo una enfermedad leve o subclinica en

pacientes con una respuesta inmune normal pero
gue, a menudo, causa infeccion grave, incluso fatal,
en personas con inmunodeficiencia.

Existen numerosos tratamientos para estas
infecciones por CMV, pero los farmacos tienen
efectos secundarios 'y pueden producirse
resistencias, por lo que existe necesidad de nuevos
tratamientos.

Por el momento, la infeccion por CMV es la
primera para la que existe terapia génica eficiente:
consiste en el empleo de oligonucledtidos de ADN
con propiedades antisentido dirigidos contra la
region IE2 del ARNm del CMV humano.

Existe un oligonucledtido de este tipo
comercializado (Fomivirsen), disefiado para las
infecciones oculares en casos de infeccion por
CMV en la retina, que es una seria complicacion de
los pacientes con VIH.

7.7. Conclusiones/Tendencias

En la actualidad existe un elevado nimero de
protocolos de terapia génica para el tratamiento del
VIH, por lo que se tiene la esperanza de que a la
vista de los resultados obtenidos sea posible
emplear este tratamiento como una alternativa o un
suplemento del tratamiento antiviral actual. Por el
momento, los resultados son de estudios en fases
tempranas y habra que esperar.



VIII. Terapia genica en
enfermedades del sistema
cardiovascular






8. TERAPIA GENICA EN ENFER-
MEDADES DEL SISTEMA CAR-
DIOVASCULAR

8.1. Introduccioén

Las enfermedades cardiovasculares constituyen la
primera causa de muerte en los paises
industrializados.

La mayoria de los casos son causados por isquemia
debido a ateroesclerosis, que conduce a estenosis u
oclusiéon de los vasos. Se han intentado muchos
farmacos para el tratamiento, que han contribuido a
disminuir la mortalidad por estas enfermedades. De
todos modos, se espera que continle provocando
una elevada mortalidad. Por ello, se esté intentando
desarrollar nuevas estrategias de tratamiento, y la
terapia génica constituye una opcion importante.

De todas formas, es fundamental tener siempre en
cuenta los factores de riesgo.

8.2. Patogénesis

La enfermedad coronaria esta causada por la
oclusidon de las arterias coronarias lo que impide el
aporte de sangre al corazon, que puede producir
angina de pecho o infarto agudo de miocardio. Tras
el infarto se pierde una parte de musculo cardiaco y,
si es suficientemente extenso, el paciente puede
desarrollar fallo cardiaco. Ademas, se producen
cambios en el tejido muscular sano.

Existen diferentes factores de riesgo para el
desarrollo de la ateroesclerosis: elevacién del
colesterol total, del LDL-colesterol, disminucion
del HDL-colesterol, hipertensién, consumo de
tabaco...

Ademas la ateroesclerosis con la acumulacién de
lipidos en la pared arterial implica mecanismos
inflamatorios con engrosamiento de la intima. Esto
puede producir complicaciones como ruptura de
plaquetas y causar trombosis arterial. Por ello, la
enfermedad cardiovascular isquémica tiene una
patogenia muy compleja que implica aterogénesis,
trombogénesis y mecanismos inflamatorios. Un

tratamiento eficiente probablemente implicara
intervenciones para regular los 3 mecanismos
mencionados. En teoria, la terapia génica podria ser
un eficiente modo de ataque.

La angioplastia transluminal percutanea (PTCA) es
una técnica de tratamiento minimamente invasivo
para abrir las arterias coronarias con el objetivo de
revascularizar las arterias coronarias. Con esta
técnica se producen reestenosis en un plazo de 6
meses en un 20-25% de los pacientes. En estas
reestenosis parecen estar implicados mecanismos
inflamatorios, incluyendo la reestenosis de la
intima.

Otro método convencional de tratamiento es el
bypass aortocoronario, en el que se emplean venas
de las extremidades inferiores o la arteria mamaria
interna para “bypass” realizacién de derivacion al
area estendtica. También se producen reestenasis en
un ndmero de casos no despreciable.

8.3. Estrategias de terapia génica

para el tratamiento de

enfermedades cardiovasculares.
(113-121)

e Terapia génica dirigida a enfermedades
monogénicas que afectan el metabolismo
lipidico, como la hipercolesterolemia familiar y
la enfermedad de Tangier. (este punto se
desarrolla en el capitulo de enfermedades
monogénicas)

e Terapia génica dirigida a prevenir la reestenosis
de las arterias coronarias tras la angioplastia.

e Revascularizacion del tejido hipoxico o
isquémico mediante terapia génica.

e Terapia génica para prevenir el desarrollo de
fallo cardiaco por miocardiopatia dilatada.

8.4. Terapia

génica dirigida a

prevenir la reestenosis de las
arterias coronarias tras la

angioplastia

En humanos, se ha intentado transferir el gen que
codifica el VEGF (vascular endothelial growth

ULTIMOS AVANGES EN TERAPIA GENICA E



ULTIMOS AVANGES EN TERAPIA GENICA E

factor) para estimular la reendotelizacion de las
paredes arteriales dafiadas tras la angioplastia. En
estos ensayos se emplea plasmido de ADN que
codifica VEGF. En este caso, la expresion génica
transitoria tiene mas ventajas que inconvenientes.
Los ensayos clinicos en fase temprana con
transferencia de VEGF son prometedores, pero es
demasiado pronto para saber con seguridad si puede
ser un tratamiento para prevenir la reestenosis. En
este momento, se estan realizando mas ensayos, que
pueden ayudar a aportar mas conocimiento sobre
esta alternativa.

8.5. Intentos de revascularizacién

del tejido hipdéxicol/lisquémico

danado.

La enfermedad cardiovascular isquémica puede
causar disfuncién en el tejido por deficiencia de
oxigeno (hipoxia). Los intentos de incrementar el
aporte sanguineo mediante la formacion de vasos
colaterales pueden ser una opcion para la terapia
génica. En este sentido, son importantes numerosos
factores de crecimiento, como FGR (fibroblast
growth factor) y VEGF, ya mencionado.

Se han wvisto resultados prometedores con
incremento de la formacion de colaterales tras la
inyeccion intramiocéardica directa de plasmido de
ADN desnudo o adenovirus recombinante que
codifica VEGF en humanos. Estas inyecciones se
han empleado como tratamiento coadyuvante a la
cirugia aortocoronaria 0 como Unico tratamiento en
procedimientos minimamente  invasivos. Es
importante tener en cuenta que estos resultados son
de ensayos clinicos en fase I, ensayos en los que se
tiene en cuenta la tolerancia y la seguridad. No
efectos secundarios importantes. Los resultados son
prometedores y aportan la base para continuar con
ensayos en fase Il.

Las inyecciones intramusculares multiples en
extremidades inferiores de ADN desnudo que
codifica VEGF en pacientes con claudicacion
intermitente y Ulceras isquémicas aportan también
resultados prometedores. Isner et al, han
demostrado que VEGF estimula la formacion de

colaterales y la curacion de Ulceras en las piernas en
la mayoria de los pacientes que reciben este
tratamiento. Los ensayos clinicos en fase | no
muestran evidencia de problemas significativos en
términos de tolerancia con el material administrado.
En futuro préximo veremos resultados que nos
puedan permitir determinar si sera una opcién como
un tratamiento establecido.

8.6. Terapia génica para la
prevencion del fallo cardiaco

Existe un gran interés en conseguir un nuevo
tratamiento que pueda prevenir el desarrollo de
miocardiopatia dilatada tras, por ejemplo, el infarto
de miocardio. Por el momento, los resultados
preclinicos mas prometedores se basan en el empleo
de bARK-CT.

8.7. Otras estrategias de terapia

génica potenciales para la

enfermedad cardiovascular.

Las intervenciones relacionadas con la regulacion
del componente inflamatorio en la enfermedad
coronaria isquémica se intentaran seguramente con
el uso de terapia génica dirigida a las moléculas de
adhesion. Se han iniciado ensayos clinicos en fase |
empleando oligonucle6tidos antisentido para inhibir
la expresion del ICAM-1

La etiologia de la enfermedad cardiovascular
normalmente es compleja. Cuando se tenga mas
conocimiento de los mecanismos moleculares
implicados en la patogénesis de la enfermedad
coronaria, probablemente se podra emplear la
terapia génica para regular la expresion de genes
gue influyan en el desarrollo de la enfermedad
coronaria y en la remodelacion del miocardio tras el
infarto.

No existe duda de que se espera mucho de la terapia
génica y la regulacion de la expresidon génica en
relacion con la enfermedad cardiovascular, y que se
espera éxito clinico de estos esfuerzos. De ser asi,



se puede beneficiar un grupo de pacientes
relativamente amplio, y podrian salvarse vidas.

8.8. Conclusiones/Tendencias

Los resultados preliminares de terapia génica en
pacientes con enfermedades cardiovasculares son
prometedores, y se han logrado muchos avances en
los ultimos afios, que hacen que no sea improbable
que la terapia génica en enfermedades
cardiovasculares pueda generar  importantes
resultados clinicos antes que en otras enfermedades.
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9. TERAPIA GENICA EN OTROS
GRUPOS DE ENFERMEDADES

9.1. Enfermedades neurodegene-

rativas

La terapia génica tiene un gran potencial como
tratamiento en la enfermedad de Parkinson y la
enfermedad de Alzheimer. Su etiologia es todavia
desconocida, aunque se conoce que existen
sustancias que no estdn presentes en estos
pacientes. Un objetivo para la terapia génica seria
insertar genes que codifiquen estas sustancias en
estructuras  importantes del cerebro. La
transferencia génica se realizaria por inyeccién por
esterotaxia de los genes modificados in vitro, o por
la inyeccion directa del vector/gen in vivo.

En la enfermedad de Parkinson existe deficiencia
de I-dopa/dopamina en el estriado del cerebro. En
estudios animales la estrategia mas utilizada ha sido
inyectar el enzima tirosin hidroxilasa en el estriado,
ya que este enzima hace mas lenta la produccion de
I-dopa/dopamina??? En modelos animales se ha
conseguido incrementar los niveles de estas
sustancias, pero no se ha conseguido efecto
duradero. La utilizacion del factor de crecimiento
nervioso, Nerve growth factor (NGF) tiene también
el efecto de reducir la degeneracion nerviosa en
modelos animales, de la misma manera que la
proteina anti-apoptoica, Bcl-2. Se han empleado
todo tipo de vectores. Los adenovirus menos
problemas que en otros tejidos.

En la enfermedad de Alzheimer un aspecto crucial
de la patogénesis es la degeneracion de las células
colinérgicas que necesitan un suplemento constante
de factor de crecimiento nervioso (NGF). Se ha
visto en modelos animales que la introduccién del
gen para este factor de crecimiento puede posponer
la degeneracion de las células colinérgicas. En
experimentos también se ha visto que la
introduccion del péptido antiapoptoico Bcl-2
pospone la degeneracién celular. Hay un ensayo
clinico en fase I con el empleo de NGF en humanos
pero no se dispone de resultados.

Se ha introducido recientemente una estrategia de
tratamiento para ambas enfermedades que consiste
en reemplazar las células nerviosas muertas con
stem cells del tejido nervioso (u otro tipo de stem
cells). Estas stem cells pueden ser aisladas, crecer
en cultivos, ser modificadas genéticamente si es
necesario, y ser devueltas al organismo, bien por
inyeccion local o en el torrente sanguineo.

Esclerosis lateral amiotréfica (ELA): Es una
enfermedad neuroldgica en la que estad aumentada la
muerte de células nerviosas motoras. En estudios
preclinicos, se ha observado un efecto beneficioso
con el empleo de factores neurotréficos, incluyendo
el factor neurotrofico ciliar? (CNTF). Se ha
iniciado un ensayo clinico en fase I. El gen CNTF
se transfiere a células adecuadas ex vivo, y las
células transferidas se transfieren al paciente en
capsulas de polimero. En los primeros pacientes no
se observa efecto clinico en la progresion de la
enfermedad. (122,123)

9.2. Enfermedades autoinmunes

Se ha intentado numerosas estrategias para moderar
el efecto del sistema inmune demasiado activo en
las enfermedades autoinmunes. Parece que los
cambios en el balance de las citokinas pueden jugar
un papel importante en la patogénesis de estas
enfermedades, por lo que parece racional inhibir
mediadores pro-inflamatorios como el factor de
necrosis tumoral (TNF) y la interleukina-1 (IL-1) o
estimular/incrementar  los  mediadores  anti-
inflamatorios como el factor de crecimiento
transformante  “transforming growth factor b”
(TGF-b), IL-4, IL-13, el ligando de Fas, Fas-Ligand
e IL-10. Los antagonistas TNF, como anticuerpos
antiTNF o una proteina de fusién con el receptor de
TNF recombinante “recombinant TNF receptor
fusion protein” se han introducido recientemente en
el tratamiento de la artritis reumatoide y la
enfermedad de Crohn.

Se han realizado estudios animales de terapia
génica en enfermedades autoinmunes. Ademas de la
modificacién en el balance de citokinas, se ha
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intentado otras estrategias como ICAM-1 o inhibir
la proliferacion de células sinoviales. El
tratamiento puede ser local o sistémico.

Se han iniciado ensayos clinicos en humanos con
artritis reumatoide, enfermedad de Crohn y colitis
ulcerosa, pero no hay resultados.



X. Situacion actual de la
investigacion en terapia
genica en Espana






10. SITUACION ACTUAL DE LA
INVESTIGACION EN TERAPIA
GENICA EN ESPANA (124-126)

Segun la informacién remitida desde la Division de
Farmacologia y Evaluacién Clinica de la Agencia
Espafiola del Medicamento, desde el afio 1994 han
sido autorizados ocho ensayos clinicos de terapia
génica. Todos ellos investigan el tratamiento del
cancer en pacientes sin otras opciones terapéuticas.

El primer ensayo de terapia génica realizado en
Espafia se baso en el empleo de un pro-farmaco
(gen suicida), el gen de la timidin quinasa del virus
herpes simple, en pacientes con glioblastoma. Se
trataba de un ensayo clinico en fase I/Il que se
realiz6 en dos centros hospitalarios de Madrid.

Posteriormente, se realizaron estudios
multicéntricos en fase Il del p53 y se observaron
resultados prometedores y actualmente dos de los
ensayos clinicos en marcha son en fase Ill. Se trata
de estudios multicéntricos, internacionales, que
investigan el tratamiento de pacientes con
carcinoma escamoso de cabeza y cuello recurrente
versus tratamiento convencional con quimioterapia
mediante el empleo de un gen supresor de tumores
(p53). No se dispone todavia de los resultados
obtenidos con este tratamiento en los mencionados
estudios.

Otra estrategia de tratamiento es la que se plantea
en la Clinica Universitaria de Navarra: tratamiento
con timidin kinasa del virus herpes simple y con la
interleukina-12.

Se amplia esta informacion en el capitulo de tablas
de sintesis de la evidencia.
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11. LEGISLACION SOBRE TERAPIA
GENICA

11.1. Introduccién

Debido a los importantes avances tecnoldgicos y en
gran medida también a la importante difusion por
parte de los medios de comunicacién de estas
técnicas en relacion con el genoma humano y sus
posibles aplicaciones, en los Ultimos afios han ido
proliferando  normativas, recomendaciones Yy
discusiones doctrinales juridicas al respecto.

La mayor parte de las normas pretenden evitar el
“mal uso” o el abuso de estos conocimientos
cientificos con vulneracion de derechos o bienes
juridicos dignos de proteccion.

Consideraciones sobre la terapia génica somatica
La terapia génica somatica, en este momento ain en
estado experimental, no parece plantear problemas
diferentes de los que presenta un ensayo clinico con
productos quimicos farmacolégicos y por ello, la
legislacion general aplicable seria exactamente la
misma.

Esta postura es similar en todos los paises en que se
ha intentado legislar en relacion con el genoma
humano. En el caso de Espafia esta legislacion seria
la ley 25/1990 de 20 de diciembre, del
medicamento y el Real Decreto 561/1993 de 19 de
abril por el que se regulan los requisitos para la
realizacion de ensayos clinicos.

En estos momentos no se han presentado problemas
legales especificos sobre ello.

Consideraciones sobre la terapia génica
germinal

En relacion con la terapia génica en linea germinal
parece haber bastante consenso internacional al
considerarla una  practica como  minimo
cuestionable y en muchos casos, ilegal.

En este momento no existe aun la terapia génica
germinal como realidad cientifica pero, en prevision
de futuros avances, la mayor parte de las
legislaciones occidentales la prohiben. Esta
prohibicién en algunos casos es directa por ley y en
otros casos adopta forma de moratoria.

En Estados Unidos esta abierto el debate al respecto
ya que hay sectores que consideran que si una
modificacion genética es beneficiosa, desde el
punto de vista terapéutico, no tiene sentido
permitirla en el sujeto individual y prohibir que se
elimine la tara genética en sus descendientes.

En la mayor parte de Europa se ha prohibido, en
base a factores éticos como: incertidumbre en
cuanto a las consecuencias, vulneracion de un
derecho colectivo (patrimonio genético de las
generaciones futuras), derecho a la biodiversidad y
ausencia de consentimiento de los futuros seres.
Pero todo ello es un debate ético cuyo reflejo
legislativo en este momento es la casi universal
prohibicién de practicar terapia génica en la linea
germinal.

11.2. Legislaci6én general

La legislacion internacional en relacion con la
genética ha recogido principios generales de
actuacion y Unicamente de forma especifica la
prohibicion de la practica de terapia génica
germinal. La normativa internacional mas
directamente relacionada seria:

1. Declaracion Universal sobre el Genoma y
Derechos Humanos (UNESCO) 1997
(ONU 1998)  Es una forma Juridica. agil
en Derecho internacional y tiene caracter
universal (aprobada por 186 paises) y es
especifica sobre genoma.

2. Declaracion Universal Derechos Humanos
de Generaciones Futuras. 1994: Art. 3:
“Las personas que pertenecen a las
generaciones futuras tienen derecho a la
vida y preservacion de la especie humana y
se prohibe causar dafio a la vida en
particular con actos que comprometan de
forma irreversible la preservacion de la
especie humana, el genoma y herencia
genética...y también se prohibe intentar
destruir en todo o0 en parte un grupo
étnico...”
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3. Convenio 4-4-97 del Consejo de Europa
sobre derechos humanos y Biomedicina.
Oviedo 1997
Capitulo 1V Genoma Humano
Art. 13: “Intervenciones sobre el genoma
humano. Unicamente podra efectuarse una
intervencion que tenga por objeto
modificar el genoma humano por razones
preventivas, diagnosticas o terapéuticas y
solo cuando no tenga por finalidad la
introduccion de una modificacion en el
genoma de la descendencia.”

La interpretacion del convenio se somete al
Tribunal Europeo de Derechos Humanos.
Se encuentra en preparacion un protocolo
adicional sobre genética humana

4. Convenio sobre biodiversidad. Consejo de
Europa 1993. También ONU 1992.

Contiene:

a. Recomendaciones sobre ingenieria
genética

b. Recomendaciones sobre wuso de
embriones

c.  Sobre uso de ADN en justicia penal
d.  Proyecto de convenio de Bioética

La legislacion interna europea es basicamente
similar en todos los paises y se origina en el “soft
law” o principios éticos y recomendaciones.

La legislacion britanica (en la linea intermedia
entre la legislacion de Estados Unidos y la de
Europa continental) es la mas permisiva en
investigacion y aplicacion de técnicas genéticas. A
pesar de ello, muestran precaucion en relacion con
la manipulacién de la linea germinal.

La legislacion alemana es muy restrictiva y se
mueve en un marco de prohibicién absoluta de la
terapia génica en linea germinal y un control muy
estricto tanto ético como legal de la manipulacion
exclusivamente terapéutica de las células somaticas.

La legislacion francesa hace un planteamiento
claramente dirigido a la terapéutica y a su eficacia

para la generacion presente prohibiendo las
manipulaciones que puedan afectar a generaciones
futuras.

La legislacién en Estados Unidos es muy variable
segin los Estados y es en general mas permisiva
gue la europea. Utilizan en muchos casos en vez de
la prohibicion directa mediante legislacion, la via
indirecta de retirada de subvenciones publicas para
determinado tipo de préacticas. Se debate todavia la
aceptabilidad de la terapia génica en linea germinal
argumentando la  posible eliminacién de
enfermedades en generaciones futuras.

11.3. Legislacion espafiiola

La legislacion interna en nuestro pais se encuentra
dispersa y serian de aplicacion las leyes generales
que a continuacion se recogen:

e Ley General de Sanidad 1986

e L0 15/1999 de 13 de diciembre de proteccion
de datos de caracter personal

e Legislacion sobre ensayos clinicos

o Ley del medicamento 1990

e RD5611993

e Cddigo Penal 1995

Titulo V De la manipulacidén genética

e Art. 159.1 “Serén castigados con la
pena de prisién de dos a seis afios e
inhabilitacién especial para el empleo
0 cargo publico, profesion u oficio de
siete a diez afios los que con finalidad
distinta a la eliminacién o disminucién
de taras o enfermedades graves
manipulen genes humanos de manera
que se altere el genotipo.”

e Ley 15/1994 de 3 de junio de régimen juridico
de la utilizacién confinada, liberacion
voluntaria y comercializacion de organismos
modificados genéticamente, a fin de prevenir
los riesgos para la salud humana y para el
medio ambiente.

e Convenio Oviedo (Derechos. Humanos. y
Biomedicina) 1999 Vigente en Espafia desde 1
de enero de 2000.



Capitulo 1V Genoma Humano
Art. 11: No discriminacion. “Se prohibe
toda forma de discriminacion de una
persona a causa de su patrimonio
genético.”
Art. 12: Pruebas genéticas predictivas.
“S6lo podran hacerse pruebas predictivas
de enfermedades genéticas o que permitan
identificar al sujeto como portador de un
gen responsable de una enfermedad o
detectar una predisposicibn o una
susceptibilidad genética a una enfermedad,
con fines médicos o de investigacion
médica y con un asesoramiento médico
apropiado.”
Art. 13: Intervenciones sobre el genoma
humano. “Unicamente podra efectuarse
una intervencidon que tenga por objeto
modificar el genoma humano por razones
preventivas, diagnosticas o terapéuticas y
s6lo cuando no tenga por finalidad la
introduccion de una modificacion en el
genoma de la descendencia.”
Art. 14. No seleccion de sexo. “No se
admitird la utilizacion de técnicas de
asistencia médica a la procreacién para
elegir el sexo de la persona que va a nacer,
salvo en los casos en que sea preciso para
evitar una enfermedad hereditaria grave
vinculada al sexo.”
Afiadido protocolo adicional de prohibicion
de clonacion de seres humanos hecho en
Paris el 12 de enero de 1998.
La interpretacion del convenio se somete al
Tribunal Europeo de Derechos Humanos.
Se encuentra en preparacion un protocolo
adicional sobre genética humana.
Ley 35/1988 y RD 413/96 Reproduccion
asistida
Ley 42/1988, RD 411/96, Orden 25-3-96
Donacién gametos y preembriones
Codigo de Etica y Deontologia Médica.
Septiembre1999
e Art. 242: “El médico Unicamente
podra efectuar una intervencion que
trate de modificar el genoma humano

con fines preventivos, diagnosticos o
terapéuticos.  Se  prohiben  las
intervenciones  dirigidas a la
modificacién de caracteristicas
genéticas que no estén asociadas a una
enfermedad y las que traten de
introducir cualquier modificacion en el
genoma de los descendientes.”

e Art. 24.3. “ Salvo en los casos que sea

preciso para evitar una enfermedad
hereditaria grave ligada al sexo, el
médico no utilizar4d técnicas de
asistencia a la procreacion para elegir
el sexo de la persona que va a nacer.”

De todo ello, la Gnica regulacion especifica
interna seria:
e Legislacidn sobre ensayos clinicos
para terapia génica somatica.
e Convenio de Oviedo en su articulo
13y
e Codigo de Etica y Deontologia
Médica en su articulo 24 que son
equivalentes 'y permiten la
manipulacion genética con fines
preventivos, diagnosticos 0
terapéuticos pero prohiben la
terapia génica en linea germinal.
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12. ASPECTOS ETICOS

12.1. Introduccion

La Biologia Molecular ha sido considerada por
algunos autores como la dltima revolucion
cientifica. A través de ella podemos conocer la
estructura molecular del proceso de la vida, tanto en
el orden genotipico (Genética molecular) como
fenotipica (Biologia del desarrollo).

La manipulacién genética comenzd a ser aplicada
en la década de los afios setenta, mediante la puesta
a punto de la técnica del ADN recombinante. Sus
promotores fueron muy conscientes desde el
principio del riesgo que supondria su aplicacion
indiscriminada, y por tanto, de la necesidad de
controlar su uso mediante criterios éticos y normas
juridicas.

La ética pretende promover la reflexidn individual y
colectiva con el fin de apoyar en la toma de
decisiones prudentes. Este capitulo contiene un
compendio de las reflexiones que plantea la
aplicacion de las técnicas de ingenieria genética a
los seres humanos, entre un grupo de profesionales
sanitarios relacionados directa - o indirectamente
con este tipo de técnicas.

12.2. Método utilizado

Se cre6 un Grupo de Trabajo multidisciplinar
compuesto por dos expertos en bioética, un experto
en Medicina Legal, un bidlogo molecular, dos
médicos con experiencia clinica en el diagndstico,
manejo y consejo genético, asi como tres medicos
con experiencia en evaluacion de tecnologias
sanitarias.

Como punto de partida, el Grupo de Trabajo
celebr6 una primera reunién, con el fin de
establecer una serie de conceptos y para consensuar
el método de trabajo.

Se realizé ademas, una revision bibliografica de la
literatura cientifica que permitio6 identificar aquellas

publicaciones que por incluir consideraciones éticas
sobre Terapia Génica, sirvieron de base para la
elaboracién de un documento comun para el Grupo
de Trabajo.

Los documentos incluidos para la realizacion de

este documento fueron los siguientes:

- Somatic Gene Therapy: Striking to the roots of
disease. Swiss Science Council TA 32A/1999
(127)

- Gene Therapy: Status and potential in clinical
medicine. The Norwegian Center for Health
Technology Assessment. SMM-Report No.
7/2000 (1)

- Human Genetics: Choice and Responsibility.
British Medical Association. Oxford University
Press 1998 (128)

- Gene Therapy. Health Council of the
Netherlands: Committee on Gene Therapy.
Minister of Health, Welfare and Sport. No.
1997/12E, 4 June 1997. (129)

- El suefio de lo posible. Bioética y terapia
génica. Lydia Feito Grande. Universidad
Pontificia de Comillas 1999. (2)

- La Therapie Génique, un enjeu médical pour le
XXI° siécle. AFM (Association francaise contre
les myopathies)- Mai 1998. (130)

Por otra parte, se llevd a cabo una encuesta
individualizada a todos los miembros del Grupo de
Trabajo, basada en los problemas éticos mas
frecuentemente debatidos en los documentos
consultados. Tras una primera vuelta de preguntas,
las respuestas recibidas se distribuyeron de forma
anonima entre los miembros del equipo y se solicitd
una nueva valoracién de las cuestiones, con el fin
de matizar o completar las respuestas previas.

Por ultimo, el Equipo de Trabajo se reunié para
debatir los aspectos mas relevantes o discutidos. No
se pretendid llegar a un consenso entre los
miembros del equipo, sino recoger el maximo
nimero de puntos de vista sobre aquellas
preocupaciones y reflexiones que la Terapia Génica
plantea en los diferentes ambitos de la sanidad.
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Reuni6n Revision Encuesta Encuesta Reuni6n
Inicial 9 Bibliografica > 12 vuelta 2% yuelta > Final

Figura 1: Secuencia metodoldgica utilizada

12.3. Principales cuestiones deba-
tidas

e Terapia Génica Germinal (TGG)

Aunque la legislacion en el d&mbito internacional
establece vetos a la puesta en marcha de ensayos
clinicos mediante TGG, el Grupo de Trabajo
considerd interesante debatir este tema teniendo en
cuenta que el conocimiento cientifico sobre este
tema se encuentra lo suficientemente avanzado,
para no poder descartar que en un futuro mas o
menos préximo la experimentacion con estas
técnicas sea una realidad.

Las preguntas de la encuesta relativas a la TGG
aportaron los siguientes puntos de vista entre los
miembros del equipo:

- La TGG la podemos englobar dentro del
enfoque de la llamada ciencia posnormal. Esta
plantea que en aquellas técnicas en las que se
pone en juego cuestiones de trascendencia
enorme y en las que la incertidumbre que se
maneja también es de gran magnitud, para
llegar al supuesto de suficientes garantias de
seguridad técnica es necesario incorporar a los
ciudadanos y la evaluacion desde los valores
éticos, politicos, econémicos, etc.

- Respecto a la conveniencia de aplicar la TGG
para eliminar defectos genéticos en la
descendencia de aquellas familias que los
presentan, se plante6 que la manipulacion
definitiva y heredable del patrimonio genético
de la humanidad para la eliminacion de taras
genéticas no aporta ventajas respecto a la
utilizacién del diagnostico prenatal, el consejo
genético, junto a la posibilidad de realizar una
interrupcion terapéutica del embarazo, ya que
estas técnicas permiten optar por aquella
descendencia libre de la patologia grave que se
desea suprimir.

Sin embargo, cuando nos enfrentamos al
consejo genético de familias que presentan
trastornos graves con herencia dominante, en
los cuales las alternativas como la adopcion o
fertilizaciobn con gametos de donante no
suponen una solucion a la angustia que causa
no poder ultimar un proyecto de paternidad
bioldgica, las reservas frente a este tipo de
soluciones no son faciles de argumentar. Se
planteod la siguiente pregunta: ;La eliminacion
del pool genético de un gameto con una tara
grave es algo intrinsecamente malo o
compromete la diversidad genética de la
especie?”

A pesar de que existe una postura de cautela
general frente a esta posibilidad terapéutica, en
aquellos casos en los cuales una persona dentro
de su proyecto vital presenta dificultades
genéticas muy importantes para transcender, la
posibilidad de ofrecer una soluci6on a
condiciones genéticas que limitan la capacidad
de expresion de la vida deberia hacernos
considerar si es licito cerrar esta posibilidad.
Sobre el diagnostico preimplantatorio como
alternativa a la TGG, aunque las caracteristicas
técnicas en si mismas no plantean problemas en
la actualidad, una de las dificultades éticas,
estriba en que determinados genotipos pueden
dar lugar a fenotipos muy diversos, algunos de
ellos sin trascendencia clinica mientras que en
otros casos pueden implicar gravedad o peligro
para la vida, lo cual dificulta la toma de una
decision. Este es el caso de Ia
neurofibromatosis. En las personas que
padecen esta patologia, el fenotipo puede variar
desde unas simples manchas en la piel hasta la
aparicion de mdaltiples tumores del sistema
nervioso central, no conociéndose la causa que
determina la manifestacion de uno u otro
fenotipo. Por ello, en estos casos aungue el
diagndstico preimplantatorio aporte
informacion sobre el genotipo que condiciona
la enfermedad, no es posible determinar cual
seré la gravedad de la enfermedad que padecera
este sujeto y por tanto esta informacién ayuda



poco a la hora de decidir la mejor actitud a
tomar.

Por otro lado, el grupo de discusion consider6
comprensibles las precauciones que se derivan
del desarrollo de la TGG, diferencidndose dos
tipos de cautelas:

Por un lado existen las “cautelas tecnolégicas”
por la falta de evidencia en relacion con la
seguridad y efectividad de estas técnicas.
Aunque fuera del contexto de la Terapia
Génica, la clonacion en animales nos acerca a
las dificultades técnicas de la ingenieria
genética. En este caso, los propios cientificos
que han dado lugar a la clonacidn en animales
advierten de los problemas de salud de éstos y
de las dificultades que plantea la determinacion
de la edad real de los mismos.

Otro tipo de consideraciones o cautelas serian
las de carécter ético. La manipulacion del
material genético de la humanidad no esta libre
de riesgos y de consecuencias en el proceso
evolutivo del ser humano. Determinadas
caracteristicas genéticas consideradas como
“taras” genéticas pueden presentar ventajas
evolutivas y adaptativas. Este es el caso de la
talasemia, enfermedad determinada
genéticamente que se manifiesta por la
presencia  de una  anemia  croénica
(microesferocitosis cronica). Esta enfermedad
confiere, por otra parte, una resistencia al
paludismo. Existe la teoria de que en aquellas
regiones con altas tasa de prevalencia de
talasemia, se ha producido una seleccion
positiva frente al paludismo.

La Terapia Génica perfectiva

Una de las cuestiones mas debatidas por el equipo
de trabajo, ha sido la Terapia génica cuyo fin no es
el de corregir defectos genéticos desde el punto de
vista terapéutico, sino el de estimular o perfeccionar
fenotipos no patoldgicos o “normales”.

Por un lado, se consider6 que la simple
consideracion de la existencia de fenotipos
“normales” constituye en si  misma una
aberracién ética y cualquier intervencion
seleccionista o perfeccionista encaja dentro de
lo que se considera eugenésico. Ademas, desde
el punto de vista bioldgico, la coexistencia de
un sustrato genético amplio y diverso posibilita
la adaptacién del ser humano, como especie
animal, a condiciones ambientales cambiantes.
La uniformidad genética solamente aporta
debilidad frente a agentes externos.

Los problemas éticos mas destacados en
relacion con la ingenieria perfectiva son el
problema de definir los conceptos de salud y
enfermedad, la “pendiente resbaladiza” o temor
que produce iniciar un proyecto que pueda
escapar a nuestro control, los problemas de
justicia y sobre todo problemas técnicos. Si en
el futuro se garantizara la seguridad técnica, si
la sociedad informada estuviera de acuerdo, si
se incorporaran los necesarios criterios de
justicia 'y la dignidad de las personas
implicadas fuera respetada, estariamos dentro
de un nuevo escenario en el cual algunos tipos
de ingenieria perfectiva podrian ser aceptados.
Por otra parte, se consider6 que si bien es
dificil establecer claramente los limites entre lo
normal y patolégico, mas aun es decidir dentro
de lo normal qué seria mejor. En principio, lo
ldgico es ser favorable a cualquier mejora, sea
eliminar una enfermedad o mejorar la cantidad
y calidad de vida. No puede considerarse
éticamente reprobable la busqueda de una
modificacion genética que lleve a una mayor
longevidad o a una mayor resistencia a las
infecciones, etc.

La Terapia Génica Somatica perfectiva
presenta los mismos problemas éticos que otras
terapias perfectivas no genéticas. Por tanto, la
Terapia Génica Somatica debe ser considerada
como una herramienta en la que si se
consiguiese demostrar su  utilidad para el
tratamiento de determinadas enfermedades,
deberia cumplir los mismos principios éticos
gue cualquier otro tratamiento médico.
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Otra cuestion diferente y de dificil valoracion
es el establecimiento de los limites que
determinan la financiacién publica de este tipo
de terapias.

Es importante crear una legislacion sobre la
utilizacién de datos genéticos y sobre la
intimidad genética de las personas, con el fin de
evitar uso comercial o discriminatorio de éstos.

Organizacion y formacién en el ambito
sanitario

Una importante responsabilidad de los gestores
sanitarios en la actualidad es la formacion y
preparacién de profesionales y de personal
implicado en este tipo de terapias. La
organizaciéon de un sistema sanitario que
integre la informacion generada por el
diagndstico genético y los posibles tratamientos
que surjan de la terapia génica no puede surgir
de forma improvisada y precipitada. La
interpretacion de las pruebas diagndsticas
genéticas es compleja y actualmente existe en
los centros de asistencia en general, gran
desconocimiento sobre el valor predictivo de
estas pruebas en la practica clinica.

En los laboratorios de genética los analisis
genéticos se realizan por técnicos cualificados,
aunque generalmente sin experiencia clinica en
la enfermedad y la informacion llega a los
profesionales clinicos que en ocasiones no
conocen la capacidad diagnostica de la prueba
solicitada. Una responsabilidad del sistema es
la preparacion paulatina de la organizacion
sanitaria, tanto mediante la formacién de los
actuales profesionales sanitarios de cada
especialidad como de los futuros licenciados en
las facultades de Medicina. Para ello, seria
necesaria la incorporacién en los planes de
estudios de materias relativas a la Genética
Molecular como el genoma humano, el
diagnostico y la terapia génica, no ya como
asignatura optativa, tal y como existe en la
actualidad, sino como parte basica de la
formacion universitaria de los futuros
facultativos.

En cuanto a la organizacion del sistema
sanitario, los Médicos de Familia deberian
jugar un  papel  fundamental  como
coordinadores en la transmision de la
informacion entre los miembros de las familias
afectadas por posibles problemas genéticos.
También las sociedades cientificas pueden
contribuir en la difusion de esta informacion
entre los especialistas. La Sociedad de Genética
Forense lleva a cabo la formacion de los
forenses en aquellos temas relacionados con la
genética y se ocupa de la transmision de este
tipo de informacion a los jueces. Iniciativas
como ésta pueden servir de ejemplo para la
difusién de informacion y formacion dentro de
cada especialidad.

Actualmente no existe en el listado de
especialidades médicas una especialidad
dedicada a la Genética como tal. La adecuada
atencion de los pacientes precisa de una vision
global de la enfermedad y no solamente el
dominio de una parte muy especifica de ella. La
inclusién de formacion especifica en genética
dentro del proceso formativo de cada
especialidad seria mas interesante que la
creacién de una nueva especialidad.

Ademés del problema de transmision de
informacion en el diagnostico genético, la
utilizacion del tratamiento mediante
manipulacién genética debe ser utilizada como
una alternativa terapéutica mas por los
especialistas que atienden al paciente. A través
del diagndstico genético vamos a conocer la
etiologia genética de algunas enfermedades,
pero el hecho de que estas enfermedades estén
determinadas  genéticamente no implica
necesariamente que la Terapia Génica sea el
mejor tratamiento a aplicar. Estas terapias
tendran que ser evaluadas y contrastadas con
los tratamientos existentes hasta la actualidad
mediante estudios que evallen la efectividad,
seguridad, utilidad y costes de cada una de
ellas.
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13. DISCUSION

La Terapia Génica, aunque ha tenido un importante
auge en la dltima década, esta todavia en fase
experimental. No se dispone todavia de resultados
en estudios en fase I, que permitan valorar su
situacién en la clinica en comparacién con las
estrategias terapéuticas actuales.

En el tratamiento del cancer se espera disponer en
poco tiempo de resultados en fase Il del gen
supresor de tumores, p53, ya que hay varios
ensayos en fase avanzada. Hay que tener en cuenta
que esta estrategia de tratamiento se oferta a
personas con enfermedad avanzada y sin otras
opciones de tratamiento, por lo que los resultados
pueden ser infravalorados.

En el tratamiento de enfermedades monogénicas,
aunque al inicio de la terapia génica se esperaba
mucho, no se dispone de estrategias de
transferencia eficientes y no se ha conseguido curar
a ningln paciente. Ademas, seria preciso iniciar el
tratamiento también en nifios.

En el caso de las enfermedades infecciosas la
mayoria de los estudios son para el tratamiento del
VIH.

En las enfermedades cardiovasculares, los
resultados obtenidos en los Gltimos afios brindan
esperanza de lograr un tratamiento, incluso antes
gue en otras indicaciones.

De acuerdo con los resultados obtenidos en los
ensayos realizados hasta el momento no parece que
la terapia génica produzca demasiados efectos
adversos, pero es necesario ser cauteloso ya que una
respuesta inmunitaria excesiva o imprevista puede
producir efectos muy graves.
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14. CONCLUSIONES FINALES

Antes de poder considerar la terapia génica como
un tratamiento establecido se debe continuar
investigando las bases moleculares de las
enfermedades y es necesario realizar estudios en
fase Ill donde se compare este tratamiento con
terapéuticas cuya seguridad y eficacia estén
demostradas.

Es preciso también investigar para lograr sistemas
de transferencia seguros, ya que el riesgo de
transmisién de infecciones es un obstaculo para la
terapia génica.
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