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III. H&Iacute;GADO Y RI&Ntilde;&Oacute;N
La terapia g&eacute;nica: sus aportaciones a las
enfermedades hep&aacute;ticas y renales
G. Mazzolini, J. Ruiz, C. Qian y J. Prieto
Unidad de Terapia G&eacute;nica. Departamento de Medicina Interna. Cl&iacute;nica Universitaria. Facultad de Medicina. Universidad de Navarra.
INTRODUCCI&Oacute;N
Genes naturales
La terapia g&eacute;nica representa una nueva y prometedora modalidad terap&eacute;utica aplicable a una diversidad
de procesos patol&oacute;gicos. B&aacute;sicamente consiste en la
introducci&oacute;n de material gen&eacute;tico en el interior de las
c&eacute;lulas de un &oacute;rgano o tejido con la intenci&oacute;n de producir un efecto biol&oacute;gico de finalidad curativa 1. La terapia g&eacute;nica se puede aplicar tanto a enfermedades gen&eacute;ticas hereditarias como a procesos adquiridos tal
como el c&aacute;ncer, las enfermedades infecciosas o los procesos degenerativos. La eficacia limitada de los vectores utilizados para transducir los &oacute;rganos diana, la respuesta inmune que los vectores virales frecuentemente
desencadenan en el hu&eacute;sped y la expresi&oacute;n transitoria
del transgen son factores que contin&uacute;an restando eficacia a esta modalidad terap&eacute;utica. Sin embargo hay
que tener presente que aun con los vectores de expresi&oacute;n transitoria se logra inducir potentes efectos biol&oacute;gicos muy &uacute;tiles para inducir respuestas inmunes o
inhibir el crecimiento tumoral. La activa investigaci&oacute;n
en este campo y la aparici&oacute;n de vectores t&oacute;xicos, de
expresi&oacute;n prolongada y regulable, abre perspectivas
muy prometedoras a la terapia g&eacute;nica en pr&aacute;cticamente
todos los campos de la patolog&iacute;a humana.
En este art&iacute;culo revisaremos los aspectos generales
y el estado actual de la terapia g&eacute;nica especialmente en lo que se refiere a sus posibles aplicaciones en
patolog&iacute;a hep&aacute;tica y haremos una referencia a las posibilidades que ofrece esta modalidad terap&eacute;utica
para el tratamiento de las enfermedades renales.
Son secuencias de DNA que contienen los elementos necesarios para la s&iacute;ntesis de una prote&iacute;na
natural.
ASPECTOS FUNDAMENTALES DE LA TERAPIA
G&Eacute;NICA
Genes quim&eacute;ricos
Los genes quim&eacute;ricos son genes de dise&ntilde;o, producidos en el laboratorio para la s&iacute;ntesis de una prote&iacute;na no existente en la naturaleza. Son ejemplos de
genes quim&eacute;ricos los anticuerpos de cadena simple,
o intracelulares, que son mol&eacute;culas monocatenarias
que reconocen al ant&iacute;geno en el interior de la c&eacute;lula o las prote&iacute;nas dominantes mutadas, que son similares a prote&iacute;nas reguladoras que se unen a
secuencias determinadas de DNA y que tras modificaciones en su estructura mantienen la capacidad
de uni&oacute;n sin su efecto regulador.
Adem&aacute;s de los genes, existen otros tipos de material gen&eacute;tico que se pueden emplear para obtener
un efecto biol&oacute;gico sin que se requiera la s&iacute;ntesis
proteica. En &eacute;ste apartado se encuentran:
a) las ribozimas, son mol&eacute;culas de RNA que se unen
espec&iacute;ficamente a un RNA mensajero y catalizan una
reacci&oacute;n que lo corta, inactiv&aacute;ndolo; b) las mol&eacute;culas
antisentido, son secuencias de DNA de cadena simple o de RNA que reconocen de forma espec&iacute;fica un
determinado RNA mensajero, uni&eacute;ndose a &eacute;l y bloqueando su funci&oacute;n 2; c) y las mol&eacute;culas se&ntilde;uelo, que
son peque&ntilde;os fragmentos de RNA que se unen de
forma espec&iacute;fica a prote&iacute;nas con afinidad por &aacute;cidos
nucleicos desplazando a los ligandos alternativos.
Material gen&eacute;tico
Vectores empleados en terapia g&eacute;nica
El material gen&eacute;tico que se emplea en terapia g&eacute;nica puede estar constituido por genes naturales,
genes quim&eacute;ricos o mol&eacute;culas subgen&oacute;micas.
Existen dos categor&iacute;as de veh&iacute;culos o vectores capaces de llevar a cabo este objetivo: los llamados
vectores no virales o f&iacute;sicos y los vectores virales 3.
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Vectores no virales: las principales ventajas de este
tipo de vectores pueden resumirse en los siguientes
puntos: a) son sencillos de preparar; siendo posible
su producci&oacute;n a gran escala, b) puede incorporar
DNA de gran tama&ntilde;o, c) tienen baja toxicidad e inmunogenicidad, lo que posibilita su administraci&oacute;n
repetida, d) pueden manipularse de forma que tengan especificidad tisular. Su principal desventaja actual es la baja eficacia global de estos sistemas si se
compara con la de los vectores virales. Entre los vectores no virales se encuentran liposomas, el sistema
de bombardeo de part&iacute;culas mediante la pistola g&eacute;nica, el DNA desnudo (&laquo;naked DNA&raquo;) o los complejos DNA-prote&iacute;nas.
Los liposomas son el sistema m&aacute;s popular de transferencia de genes in vitro y constituyen una v&iacute;a alternativa para incorporar DNA al h&iacute;gado. La eficacia de transducci&oacute;n en este &oacute;rgano es cr&iacute;ticamente
dependiente del tama&ntilde;o del liposoma, de forma que
solamente en el caso de aquellos menores de 100
nan&oacute;metros se consigue evitar su atrapamiento por
las c&eacute;lulas de Kuppfer y alcanzar los hepatocitos 4.
Adem&aacute;s del tama&ntilde;o se pueden modificar otras caracter&iacute;sticas de los liposomas, como es el caso de
los inmunoliposomas en los que se incorporan anticuerpos monoclonales que les permiten dirigirse a
c&eacute;lulas concretas o de los virosomas, que incluyen
prote&iacute;nas o p&eacute;ptidos endosomol&iacute;ticos (como la hemaglutinina del virus Influenzae) que bloquean la
degradaci&oacute;n lisosomal del DNA aumentando la cantidad de este que puede alcanzar el n&uacute;cleo celular.
Por otra parte pueden a&ntilde;adirse en superficie ligandos de receptores espec&iacute;ficos de alg&uacute;n subtipo celular como es el caso del receptor hepatocitario de
asialoglicoprote&iacute;na.
El bombardeo de part&iacute;culas o m&eacute;todo bal&iacute;stico
consiste en la aceleraci&oacute;n mediante gas presurizado
de micropat&iacute;as de oro o tungsteno que tienen adheridas a su superficie mol&eacute;culas de DNA o RNA
para introducirlas en el interior de las c&eacute;lulas 5. La
experiencia del empleo de esta t&eacute;cnica a nivel hep&aacute;tico es muy escasa.
Complejos DNA-prote&iacute;na: la existencia en los hepatocitos de receptores de membrana espec&iacute;ficos lo
convierte en un &oacute;rgano ideal para la captaci&oacute;n de
mol&eacute;culas de DNA a trav&eacute;s de su asociaci&oacute;n con el
ligando de esos receptores. Wu y cols. fueron los
primeros en emplear complejos con residuos de asialoglicoprote&iacute;na para la transferencia de genes a los hepatocitos in vivo 6. Una estrategia similar ha sido empleada utilizando el receptor de la transferrina. El paso
limitante en todos aquellos casos en los que se emplean complejos DNA-prote&iacute;na es la internalizaci&oacute;n
de los mismos en ves&iacute;culas de endocitosis que se funden con lisosomas y terminan por degradar el DNA.
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DNA desnudo: la administraci&oacute;n directa de DNA
plasm&iacute;dico puede transducir con eficacia limitada
c&eacute;lulas de m&uacute;sculo, piel o h&iacute;gado 7. Experimentos
iniciales demostraron que el DNA es captado eficientemente por las c&eacute;lulas pero es degradado hasta
resultar indetectable despu&eacute;s de las primeras 48
horas. La inyecci&oacute;n de DNA desnudo en el m&uacute;sculo es &uacute;til para inducir respuestas inmunes frente al
ant&iacute;geno codificado por la secuencia de DNA empleada.
Vectores virales: constituyen la forma m&aacute;s eficiente de transferir genes terap&eacute;uticos al interior celular y se utilizan en la actualidad con mayor frecuencia que los no virales.
Los vectores virales se generan eliminando uno o
m&aacute;s genes indispensables para la replicaci&oacute;n del
virus, e incluyendo el gen (o los genes) terap&eacute;utico(s).
De esta forma el nuevos virus es defectivo, lo que
significa que mantiene la capacidad de infectar las
c&eacute;lulas pero es incapaz de multiplicarse en ellas.
Entre los virus utilizados en los estudios cl&iacute;nicos o
pre-cl&iacute;nicos se encuentran los retrovirus, los adenovirus, los virus adenoasociados y los virus herpes,
lentivirus y virus SV40. La falta de especificidad tisular y la respuesta inmune desencadenada en el
hu&eacute;sped son dos de los principales inconvenientes
del uso de algunos de los vectores virales. En cuanto a la transferencia de genes al h&iacute;gado y a las c&eacute;lulas tubulares renales de los adenovirus han sido
los m&aacute;s ampliamente empleados tanto in vivo como
in vitro.
Retrovirus: son virus RNA murinos de cadena simple. Para que los retrovirus sean eficaces transduciendo una c&eacute;lula e integrando el material gen&eacute;tico
en su genoma, la c&eacute;lula diana debe poseer un receptor para el retrovirus y estar en divisi&oacute;n 8. Los hepatocitos y c&eacute;lulas tubulares renales son c&eacute;lulas habitualmente quiescentes y ello junto a los bajos
t&iacute;tulos obtenidos durante la producci&oacute;n de retrovirus (cerca de 10 6 part&iacute;culas infecciosas por ml), supone una importante limitaci&oacute;n para el uso de estos
vectores para la transducci&oacute;n del h&iacute;gado o ri&ntilde;&oacute;n in
vivo. El cultivo in vitro de hepatocitos permite su
transducci&oacute;n del h&iacute;gado o ri&ntilde;&oacute;n in vivo. El cultivo
in vitro de hepatocitos permite su transducci&oacute;n ex
vivo por vectores retrovirales lo que hace posible la
transferencia de genes terap&eacute;uticos utilizando este
tipo de vectores. De esta forma se ha conseguido en
modelos animales la correcci&oacute;n parcial de la tirosinemia tipo I, de la hipercolesterolemia familiar y del
d&eacute;ficit de α1-antitripsina. El desarrollo reciente de
lentivirus como vectores de terapia g&eacute;nica constituye una alternativa prometedora para la transferencia
g&eacute;nica in vivo a c&eacute;lulas que no se encuentren en
divisi&oacute;n como los hepatocitos o las c&eacute;lulas tubula-
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res renales ya que la caracter&iacute;stica m&aacute;s importante
de estos virus es su capacidad de infectar c&eacute;lulas
tanto en divisi&oacute;n como en estado quiescente 9.
Adenovirus: son virus DNA de cadena doble que
pueden infectar c&eacute;lulas epiteliales en reposo. Los
vectores adenovirales de primera generaci&oacute;n se
construyen mediante la delecci&oacute;n de los genes de
la regi&oacute;n E1 y E3 lo que los transforma en virus defectivos, incapaces de replicarse. Contrariamente a
los retrovirus, los adenovirus no integran su material
gen&eacute;tico en el genoma celular siendo su expresi&oacute;n
transitoria 10. Los adenovirus de 1.&ordf; generaci&oacute;n inducen respuestas inmunes humorales y celulares en los
animales a los que se administra. La respuesta humoral impide la segunda administraci&oacute;n eficaz del
vector y la inmunidad celular ocasiona la eliminaci&oacute;n de las c&eacute;lulas trasducidas, el cual habitualmente
no excede de dos semanas. Por ello aunque diversas publicaciones han descrito en varios modelos
animales la correcci&oacute;n parcial o completa de procesos como la hemofilia, deficiencias en la conjugaci&oacute;n de la bilirrubina, tirosinemia tipo I y III y el
d&eacute;ficit del receptor de LDL utilizando vectores adenovirales de 1.&ordf; generaci&oacute;n, la eficacia de la transferencia g&eacute;nica es limitada en el tiempo. Recientemente se han desarrollado vectores adenovirales en
los que todo el material gen&eacute;tico del virus ha sido
eliminado exceptuando las se&ntilde;ales de empaquetamiento terminales. Estos adenovirus denominados
&laquo;gutless&raquo; permiten una expresi&oacute;n muy prolongada
del transgen en h&iacute;gado que perdura a niveles elevados hasta 10 meses despu&eacute;s de la administraci&oacute;n
intravenosa del vector 11. Junto a la larga expresi&oacute;n
de los adenovirus gutless no inducen respuesta inmune celular y su administraci&oacute;n no va seguida de
efectos t&oacute;xicos. Este tipo de vectores ha abierto grandes esperanzas a la terapia g&eacute;nica de procesos que
exigen expresiones largas del transgen y adem&aacute;s la
alta capacidad de los gutless (tambi&eacute;n llamados
&laquo;high capacity adenovirus&raquo;) permite la introducci&oacute;n
de varios transgenes y de sistemas de regulaci&oacute;n por
f&aacute;rmacos de la expresi&oacute;n de los genes contenidos en
el vector.
Virus adenoasociados (AAV): Estos parvovirus no
son patog&eacute;nicos para el hombre y poseen diversas
ventajas como vectores de terapia g&eacute;nica, entre ellas
figura el hecho de que no desencadenan respuesta
inmune en el genoma del hu&eacute;sped con un cierto tropismo por un sitio espec&iacute;fico del cromosoma 19 permitiendo una larga expresi&oacute;n del transgen12. Poseen
adem&aacute;s un cierto grado de tropismo por el h&iacute;gado
tras su administraci&oacute;n sist&eacute;mica y han sido empleados para transducir de forma prolongada los h&iacute;gados de ratones con el Factor IX humano. Sin embargo el campo en el que han levantado mayores
expectativas es en la transferencia gen&eacute;tica al
m&uacute;sculo esquel&eacute;tico, donde la expresi&oacute;n es muy duradera y en donde pueden generar altos niveles de
la prote&iacute;na codificada por el transgen. Recientemente algunos estudios han mostrado que los agentes genot&oacute;xicos, como el ectop&oacute;sido o las radiaciones gamma, pueden incrementar la eficiencia en la
transducci&oacute;n in vitro de las c&eacute;lulas por el AAV. Tambi&eacute;n se ha demostrado que la radiaci&oacute;n gamma incrementa la transducci&oacute;n de hepatocitos y de tejido
neuronal in vivo.
El virus del herpes simple (HSV) es un vector prometedor para la transferencia g&eacute;nica al sistema nervioso, pero ofrece tambi&eacute;n la posibilidad de lograr
una eficaz transducci&oacute;n de los hepatocitos de rat&oacute;n
in vivo, como se ha observado en estudios de transferencia al h&iacute;gado del gen del factor IX lo que permiti&oacute; alcanzar niveles terap&eacute;uticos de este factor de
coagulaci&oacute;n en sangre 13.
APLICACIONES DE LA TERAPIA G&Eacute;NICA EN
ENFERMEDADES HEP&Aacute;TICAS Y RENALES
Enfermedades renales
Los vectores m&aacute;s utilizados para la transducci&oacute;n
de las estructuras tisulares renales han sido los adenovirus y los virosomas. Entre los &uacute;ltimos se ha utilizado los liposomas HVJ, en donde el DNA plasm&iacute;dico conteniendo el gen de inter&eacute;s es co-encapsulado
con virus HVJ (un virus Sendai) inactivado y con una
nucleoprote&iacute;na en liposomas. El virus Sendai contiene una prote&iacute;na fusog&eacute;nica que facilita la transferencia del transgen al interior de la c&eacute;lula y la nucleoprote&iacute;na permite un paso r&aacute;pido del DNA al
n&uacute;cleo celular. Los virosomas inyectados a trav&eacute;s de
la arteria renal consiguen la transfecci&oacute;n efectiva
pero transitoria de un 15% de c&eacute;lulas glomerulares 14, 15. La administraci&oacute;n de adenovirus por v&iacute;a intrarterial logra transducir s&oacute;lo escaso n&uacute;mero de c&eacute;lulas tubulares renales 15. La administraci&oacute;n retr&oacute;grada
en la pelvis renal es m&aacute;s eficiente que la inyecci&oacute;n
intra-arterial obteni&eacute;ndose la trasducci&oacute;n de abundantes c&eacute;lulas del epitelio tubular en m&eacute;dula 15. En
modelos animales de enfermedad poliqu&iacute;stica se
comprob&oacute; que la administraci&oacute;n de adenovirus por
arteria renal permit&iacute;a trasducir eficientemente la
pared de los quistes. Este hallazgo sugiere que el
adenovirus accede a la luz del quiste por una mayor
permeabilidad de la barrera vascular renal en el
ri&ntilde;&oacute;n poliqu&iacute;stico que en el ri&ntilde;&oacute;n normal 15.
Se ha considerado la transferencia g&eacute;nica para el
tratamiento de una diversidad de procesos que afectan al ri&ntilde;&oacute;n incluyendo el ri&ntilde;&oacute;n trasplantado, la en19
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fermedad glomerular aguda, la enfermedad intersticial cr&oacute;nica y el c&aacute;ncer renal. La terapia g&eacute;nica pueden contribuir a la tolerancia del injerto mediante
la transducci&oacute;n ex vivo del &oacute;rgano del donante con
vectores conteniendo genes capaces de inhibir los
linfocitos T reactivos frente a los ant&iacute;genos de trasplante, tal como FasL o la prote&iacute;na de fusi&oacute;n CTLA4Ig. En el tratamiento de la enfermedad glomerular
aguda se han utilizado desde la transferencia al
m&uacute;sculo de decorina, una prote&iacute;na que liga TGFβ1,
β2 y β3, hasta secuencias antisentido frente al TGFβ 15. Esta modalidad terap&eacute;utica ha permitido reducir la lesi&oacute;n glomerular en un modelo en ratas de
glomerulonefritis inducida por anti-Thy. La fibrosis
glomerular e intersticial es el marco lesional de la
insuficiencia renal cr&oacute;nica. Este cuadro es uno de
los procesos m&aacute;s necesitados de nuevas opciones terap&eacute;uticas y por ello constituye una de las metas
m&aacute;s importantes de la terapia g&eacute;nica aplicada a
ri&ntilde;&oacute;n. Para afrontar el tratamiento de estos cuadros
es necesario mejorar en el dise&ntilde;o de vectores y t&eacute;cnicas que permitan una mejor transducci&oacute;n del par&eacute;nquima renal, de los vasos renales y del glom&eacute;rulo as&iacute; como identificar los genes m&aacute;s eficaces en la
neutralizaci&oacute;n de citoquinas pro-fibrog&eacute;nicas como
el TGFβ1.
Posiblemente, y aunque parezca parad&oacute;jico, una
de las metas m&aacute;s asequibles para la terapia g&eacute;nica
contando con los vectores y genes terap&eacute;uticos hoy
disponibles es el c&aacute;ncer renal. En el tratamiento de
este proceso se pueden emplear una diversidad de
procedimientos incluyendo la transferencia al tumor
de genes suicidas (eg timid&iacute;n quinasa), o genes de
citokinas estimuladoras de la respuesta inmune (eg
IL-12), o combinaci&oacute;n de &eacute;stas con quimiocinas espec&iacute;ficas para linfocitos T activados (eg IP-10) o
genes codificantes para factores antiangiog&eacute;nicos.
De todos estos sistemas terap&eacute;uticos del c&aacute;ncer nos
ocuparemos al hablar de la terapia g&eacute;nica de las enfermedades hep&aacute;ticas.
Terapia g&eacute;nica de las enfermedades hep&aacute;ticas
La transferencia g&eacute;nica al h&iacute;gado es de potencial
inter&eacute;s en el tratamiento de una gran diversidad de
procesos incluyendo las enfermedades metab&oacute;licas
de base hereditaria, las hepatitis virales cr&oacute;nicas y
la cirrosis y el c&aacute;ncer primitivo y metast&aacute;sico de h&iacute;gado. M&aacute;s arriba se ha mencionado el uso de distintos vectores en la correcci&oacute;n de defectos hereditarios caracterizados por deficiencia en genes
expresados en h&iacute;gado. Nos referiremos ahora a las
posibles aplicaciones potenciales de la terapia g&eacute;nica en las hepatitis virales y de modo especial con20
sideraremos la terapia g&eacute;nica de los tumores hep&aacute;ticos primitivos y metast&aacute;sicos.
Hepatitis v&iacute;rica
Menos de 40% de los pacientes con hepatitis cr&oacute;nica B y menos del 30% de los que sufren hepatitis cr&oacute;nica C responden al tratamiento con interfer&oacute;n alfa (IFN). En estos &uacute;ltimos la combinaci&oacute;n IFN
m&aacute;s ribavirina no sube el porcentaje de respondedores por encima del 40%. Recientemente se ha observado que con dosis semanales de IFN pegilado
(en lugar de la dosis 3 veces por semana con el interfer&oacute;n no pegilado) se alcanzan concentraciones
s&eacute;ricas estables a lo largo de los 7 d&iacute;as. Esta farmacocin&eacute;tica, causante de una acci&oacute;n sostenida del interfer&oacute;n, se asocia a un aumento significativo en las
tasas de respuesta. Con la introducci&oacute;n de vectores
de terapia g&eacute;nica que permiten una expresi&oacute;n estable y regulada del transgen en el h&iacute;gado se podr&iacute;an
transferir el gen del interfer&oacute;n al h&iacute;gado convirtiendo a este &oacute;rgano en factor&iacute;a del f&aacute;rmaco. Con esta
modalidad terap&eacute;utica se obtendr&iacute;an niveles altos y
sostenidos de interfer&oacute;n en h&iacute;gado durante largos per&iacute;odos de tiempo lo que junto a una mayor comodidad para el paciente (una sola administraci&oacute;n del
vector asegurar&iacute;a tratamiento para varios meses) podr&iacute;a esperarse una mayor actividad antiviral. Una reciente publicaci&oacute;n ha mostrado que la administraci&oacute;n de un vector adenoviral con el gen del
interfer&oacute;n es capaz de prevenir la hepatitis v&iacute;rica en
un modelo murino.
Adem&aacute;s del interfer&oacute;n se pueden utilizar secuencias antisentido o ribozinas con el fin de inhibir la
replicaci&oacute;n viral. Si se utilizan vectores de expresi&oacute;n
muy duradera los hepatocitos trasducidos adquirir&aacute;n
ventaja biol&oacute;gica al hacerse resistentes a la replicaci&oacute;n viral y por ello mayor capacidad regenerativa
siendo posible que, en el proceso de da&ntilde;o y reparaci&oacute;n que caracteriza la hepatitis cr&oacute;nica, el h&iacute;gado se repoblara preferencialmente por hepatocitos
trasducidos. Es concebible, por tanto que no se precise la transducci&oacute;n del 100% de las c&eacute;lulas hep&aacute;ticas para que las estrategias antisentido consigan el
aclaramiento viral.
La terapia g&eacute;nica ofrece tambi&eacute;n la posibilidad de
utilizar secuencias g&eacute;nicas del virus para inducir respuestas inmunes que pueden ser preventivas o curativas. La plasticidad de los procedimientos inmunoter&aacute;picos basados en transferencia g&eacute;nica hace
posible inyectar las secuencias correspondientes a
los ant&iacute;genos virales junto con secuencias de citoquinas inmunomoduladoras potenciadoras de la respuesta inmune. Seg&uacute;n los genes de citoquinas em-
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pleados como adyuvante de las vacunas g&eacute;nicas se
podr&iacute;a condicionar el tipo de respuesta inmune
hacia un tipo humoral (Th2) o celular (Th1).
En nuestro grupo hemos construido un vector adenoviral conteniendo las secuencias correspondientes
a nucleoc&aacute;pside (core) y envuelta (E1) del virus de la
hepatitis C (AdCE1). La inyecci&oacute;n de este vector a ratones fue seguida de una respuesta citot&oacute;xica frente
a distintos ep&iacute;topes de core y de E1 16. La administraci&oacute;n de AdCE1 junto con un adenovirus codificante
para la IL-12 murina (AdIL-12) produjo una respuesta inmune celular tipo Th1 m&aacute;s potente que cuando
se administraba solo AdCE1. La IL-12 es conocida
como la citoquina m&aacute;s eficaz en el direccionamiento de la respuesta inmunol&oacute;gica hacia el tipo Th1.
Igualmente hemos comprobado que la administraci&oacute;n por pistola g&eacute;nica de part&iacute;culas de oro recubiertas de un pl&aacute;smido que codifica la nucleoc&aacute;pside del virus de la hepatitis de la marmota
induce respuestas tipo Th2 que no protegen frente
a la inoculaci&oacute;n posterior del virus, en tanto que la
administraci&oacute;n del mismo pl&aacute;smido junto con otro
codificante para la IL-12 de las marmota provoca
una potente respuesta inmune celular Th1 que protege eficazmente frente al in&oacute;culo viral. Hay sin
duda un futuro para las vacunas g&eacute;nicas con finalidad preventiva o curativa en el campo de la hepatitis viral tanto B como C.
Terapia g&eacute;nica de los tumores hep&aacute;ticos
El hepatocarcinoma (HCC) contin&uacute;a siendo uno de
los m&aacute;s frecuentes y devastadores tumores que afectan al hombre. Cada a&ntilde;o se diagnostican 250.000
nuevos casos de HCC y mueren alrededor de
1.000.000 pacientes en el mundo entero. En la mayor&iacute;a de los casos el HCC aparece sobre un h&iacute;gado
cirr&oacute;tico. El HCC contin&uacute;a siendo una enfermedad
de mal pron&oacute;stico con s&oacute;lo un 3% de sobrevivencia a los 5 a&ntilde;os 17. El trasplante hep&aacute;tico, la resecci&oacute;n quir&uacute;rgica y la crioablaci&oacute;n son los tratamientos que ofrecen probabilidades curativas, pero son
efectivos en la minor&iacute;a de pacientes que presentan
tumores peque&ntilde;os y localizados 17.
En la terapia g&eacute;nica del c&aacute;ncer pueden utilizarse
estrategias distintas basadas en transferencia de
genes con acciones biol&oacute;gicas diversas. Las diversas
modalidades terap&eacute;uticas se enuncian a continuaci&oacute;n:
a) eliminaci&oacute;n de las c&eacute;lulas tumorales mediante
transferencia de genes que sensibilizan a las c&eacute;lulas
trasducidas frente f&aacute;rmacos que no son t&oacute;xicos para
el resto de las c&eacute;lulas del organismo (genes suicidas).
b) Potenciaci&oacute;n de la respuesta inmune antitumoral (inmunoterapia g&eacute;nica) mediante la transferencia
de genes de citoquinas, combinaci&oacute;n citoquinas-quimiocinas, mol&eacute;culas co-estimuladoras o terapia celular adoptiva con c&eacute;lulas modificadas gen&eacute;ticamente ex vivo.
c) Inhibici&oacute;n de la acci&oacute;n de oncogenes mediante secuencias antisentido o ribozinas.
d) Reestablecimiento de la actividad de genes supresores de tumores (antioncogenes).
e) Transferencia de genes con efecto antiangiog&eacute;nico.
En esta breve revisi&oacute;n por razones de espacio nos
ocuparemos de las dos primeras.
Genes suicidas
Este sistema consiste en la transferencia de genes
que codifican enzimas que convierten prof&aacute;rmacos
no t&oacute;xicos en compuestos letales para las c&eacute;lulas
transducidas. El m&aacute;s utilizado es el gen de la timidina kinasa del virus herpes simple (HSV-TK) que
convierte el ganciclovir en ganciclovir monofosfato,
producto que posteriormente es convertido en la
forma trifosfato por kinasas celulares. Este &uacute;ltimo es
capaz de bloquear la s&iacute;ntesis de DNA e inhibir de
forma directa la actividad de la DNA polimerasa.
Una caracter&iacute;stica de los genes suicidas es el poseer
efecto &laquo;bystander&raquo;, es decir, la capacidad de destruir no s&oacute;lo la c&eacute;lula en la que se expresa el gen
sino tambi&eacute;n las c&eacute;lulas del entorno por la difusi&oacute;n
del metabolito t&oacute;xico 18.
Diversos estudios han demostrado la eficacia del
sistema de la timidina kinasa aplicado al tratamiento del HCC 19. Un problema importante que limita
la utilizaci&oacute;n de este tipo de terapia es el da&ntilde;o que
experimentan tambi&eacute;n los hepatocitos normales lo
que puede acarrear hepatoxicidad considerable 20, 21.
Un medio de evitar el da&ntilde;o del tejido hep&aacute;tico no
tumoral es realizar la inyecci&oacute;n del vector intratumoralmente en lugar de usar una v&iacute;a sist&eacute;mica o
bien recurrir al uso de promotores espec&iacute;ficos de
tumor como el promotor de la alfa-fetoprote&iacute;na.
Inmunoterapia g&eacute;nica
Se ha sugerido que la ineficacia de la respuesta
inmune para eliminar las c&eacute;lulas tumorales no se
debe tanto a la ausencia de ant&iacute;genos tumorales
como a la capacidad de los tumores para evadir o
inhibir la respuesta inmune antitumoral. Entre las
causas que explicar&iacute;an esta falta de respuesta inmune se encuentran el procesamiento y presentaci&oacute;n
21
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ineficientes de los ant&iacute;genos tumorales, la falta de
expresi&oacute;n de mol&eacute;culas del complejo mayor de histocompatilidad o la producci&oacute;n por el tumor de factores inmunosupresores como el TGF-β 22 o el factor
de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) lo que
puede conducir a la anergia de c&eacute;lulas T con especificidad antitumoral.
La administraci&oacute;n de citoquinas que participan en
la regulaci&oacute;n del sistema inmune, puede activar la
respuesta inmunol&oacute;gica y romper la tolerancia del
hu&eacute;sped frente a los ant&iacute;genos tumorales. Son numerosas las citoquinas que se han empleado mediante transferencia g&eacute;nica para el tratamiento de tumores (IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-12, IFN-γ, TNF-α y
GM-CSF). La IL-12 es una de las citoquinas con m&aacute;s
potente acci&oacute;n antitumoral. La base de su efecto tumoricidad radica en la capacidad de activar c&eacute;lulas
NK y linfocitos citot&oacute;xicos frente al tumor, en su acci&oacute;n inductora de mol&eacute;culas de adhesi&oacute;n en el endotelio de los vasos tumorales lo que permite a los
linfocitos citot&oacute;xicos acceder al tejido tumoral y,
junto a lo anterior, en su marcada acci&oacute;n antiangiog&eacute;nica. En un modelo sing&eacute;nico ortot&oacute;pico de
HCC en ratas B&uacute;ffalo la administraci&oacute;n intratumoral
de adenovirus codificante para Il-12 (AdIL-12) caus&oacute;
una regresi&oacute;n completa del tumor en la mayor&iacute;a de
los animales tratados. Igualmente se comprob&oacute; que
la inyecci&oacute;n de este vector en un n&oacute;dulo tumoral
en animales que presentaban dos tumores hep&aacute;ticos
en l&oacute;bulos distintos causaba la regresi&oacute;n tanto del
n&oacute;dulo tratado como del distante no tratado. Esta acci&oacute;n a distancia se debe al potente efecto antiangiog&eacute;nico de la IL-12 y a la capacidad de inducir
respuestas inmunes mediadas por linfocitos CD8+ 23.
La administraci&oacute;n por v&iacute;a portal de AdIL-12 produjo tambi&eacute;n una marcada reducci&oacute;n de la carga tumoral en ratas con HCC multifocal inducido por dietil-nitrosamina y en modelos de c&aacute;ncer de colon
metast&aacute;sico en h&iacute;gado 23. Aunque la eficacia antitumoral de la IL-12 es grande tambi&eacute;n es significativa
su toxicidad que depende b&aacute;sicamente de la capacidad de IL-12 de inducir la producci&oacute;n de interfer&oacute;n gamma. En el modelo de c&aacute;ncer de colon se
comprob&oacute; que la administraci&oacute;n conjunta de AdIL12 y de un adenovirus codificante para la quimiocina IP-10 (AdIP-10), que tiene como efecto el
atraer linfocitos activados, resulta en un marcado aumento de la respuesta inmune citot&oacute;xica frente al
tumor y en una acci&oacute;n sin&eacute;rgica de las dos sustancias que permite reducir la dosis de IL-12 y por tanto
su toxicidad sin que disminuya el efecto antitumoral 24. Hemos comprobado adem&aacute;s que la infecci&oacute;n
ex vivo de c&eacute;lulas dendr&iacute;ticas (las c&eacute;lulas presentadoras de ant&iacute;geno profesionales) con AdIL-12 y su
posterior inoculaci&oacute;n en el seno del n&oacute;dulo neo22
pl&aacute;sico causa de modo muy eficiente la regresi&oacute;n de
la lesi&oacute;n tumoral en modelos de c&aacute;ncer de colon
(melero). Esta estrategia permite conseguir erradicar
tumores establecidos sin el riesgo de efectos sist&eacute;micos nocivos de la IL-12.
La transferencia g&eacute;nica al tumor de mol&eacute;culas coestimuladoras como CD40L (capaz de activar a las
c&eacute;lulas dendr&iacute;ticas intratumorales) pone en marcha
una cascada de citoquinas y quimiocinas con el resultado final de la regresi&oacute;n del n&oacute;dulo tumoral 25.
Al igual que con la combinaci&oacute;n IL-12/IP-10, la terapia conjunta con CD40L y otras citoquinas o quimiocinas podr&iacute;a causar a potentes efectos sin&eacute;rgicos
frente al tumor.
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