LA TERAPIA GENICA

Resumen

La terapia génica recoge los tratamien-
tos encargados de modificar el genoma de
un individuo, haciendo frente a retos tan
notables como su utilizacion frente al can-
cer. Sus origenes se remontan al siglo pa-
sado con el auge de la biologia molecular.
Aunque se encuentra principalmente en
fase experimental, se espera que pronto
pueda ser introducida a la clinica como
herramienta rutinaria para el tratamiento
de pacientes con enfermedades genéticas.
Se basa en la eliminacién, insercién o mo-
dificacion de genes con el fin de tratar o
eliminar el rastro de la enfermedad gené-
tica en el individuo. Para ello se utilizan
vectores virales o no virales, asi como sis-
temas complejos de edicion génica. El
avance de nuevos tratamientos, como las
células CAR-T en pacientes con cancer,
estd suponiendo una revolucion biomédi-
ca, capaz incluso de sustituir métodos
mads convencionales en clinica, como la
quimioterapia o la radioterapia.
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Abstract

Gene therapy involves treatments
which can modify and individual’s geno-
me, facing challenges as remarkable as
cancer. Its origins date back to last cen-
tury with molecular biology’s boom.
Even though it is principally in experi-
mental phase, it is expected to be intro-
duced to clinics as an everyday tool for
the treatment of patients suffering from
genetic diseases very soon. It’s based on
the elimination, insertion, or modifica-
tion of genes, trying to treat or eliminate
any trace of disease. The tools involved
are viral or non-viral vectors, as well as
gene editing systems. The advancement
of new treatments, such as CAR-T cells
in cancer patients, is leading to a biome-
dical revolution, capable of replacing
more conventional methods, such as che-
motherapy or radiotherapy.
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1. Introduccién

La genética es el origen de todo lo que
conocemos, por lo que es natural que el
hombre a lo largo de la historia haya que-
rido indagar en ella. Gregor Mendel, con-
siderado padre de la genética, declaré que
la ciencia habia que hacerla con los mis-
mos ingredientes con los que se puede ha-
cer una sopa. Asi es como él estableci6 las
reglas basicas de la transmision de la he-
rencia genética, experimentando con una
planta de guisantes. Hoy en dia, se utili-
zan organismos mds complejos que una
planta de guisantes, sin embargo, se si-
guen teniendo muy presentes esos expe-
rimentos que un dia Mendel llevé a cabo.

1.1. Definicion e historia

La genética ha crecido a pasos agigan-
tados en el dltimo siglo. Fue a raiz de los
experimentos con ADN recombinante en
los afos 60 que se introdujo por primera
vez el término “terapia génica”. Se obser-
v, mediante los experimentos de la Dra.
Kraus, de la Universidad de Tennessee,
que se podia alterar el gen de la hemoglo-
bina en células de la médula ésea de una
paciente con anemia falciforme!. Esto re-
volucionaria la investigacion biomédica,
sin embargo, no fue hasta 1990 cuando se
realizo el primer ensayo clinico de terapia
génica exitoso, por los Doctores Ander-
son, Blaese y Rosenberg. La paciente era
una nifia de 4 afos con una inmunodefi-
ciencia grave debida a una mutacion en el
gen de la enzima adenosina desaminasa
(ADA). El tratamiento consistio en la in-
troduccién del gen ADA en linfocitos T
extraidos de la paciente y cultivados ex vz-
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vo, refundiéndolos posteriormente en su
organismo?,

Es un hecho que el campo de la tera-
pia génica ha ganado muchisima atencién
recientemente, con un gran potencial que
ha sido reconocido tanto por desarrolla-
dores como inversores. Cada afio aumen-
ta la inversion destinada a este tipo de te-
rapias, incrementando por dias el nimero
de ensayos clinicos aprobados, con resul-
tados que colman las portadas de la pren-
sa internacional. Desde ese primer ensayo
hasta hoy, se han aprobado mas de 2.500
ensayos clinicos de terapia génica. Para el
ano 2030 se estima que hasta 15,68 billo-
nes de ddlares serdn destinados al desa-
rrollo de este tipo de terapias (Fig. 1).

Existe una gran variedad de definicio-
nes para la “terapia génica”. Segiin la FDA
(Administracion de Alimentos y Medica-
mentos de los Estados Unidos), se trata de
“una técnica que modifica los genes de una
persona para tratar o curar una enferme-
dad™. En un sentido mas estricto, Juan Ra-
mon Lacadena® la define como “una téc-
nica terapéutica mediante la cual se inserta

! Megia, R. M. G. (2022). Historia de la Terapia
génica. Genotipia. https://genotipia.com/historia-
de-la-terapia-genica/

2 Strachan, T. & Read, A. P. (1999). Genética
molecular humana, op. cit., p. 617.

3 ¢Qué es la terapia genética? ¢Coémo funciona?
(2017). U.S. Food and Drug Administration.
https://www.fda.gov/consumers/articulos-para-el-
consumidor-en-espanol/que-es-la-terapia-genetica-
como-funciona

4 Lacadena, J. R. (1999). Terapia génica. Centro
Nacional de Informacién y Comunicacién Educati-
va. http://www.cnice.es/tematicas/genetica/1999_
04_01.html, p. 1.
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Figura 1. Representacion grafica con estimacion del aumento del mercado de la terapia génica
en los proximos afios. Fuente: Precedence Research.

un gen funcional en las células de un pa-
ciente humano para corregir un defecto
genético o para dotar a las células de una
nueva funcién”; lo que permite realizar
una distincion entre “genes defectuosos” y
“genes sanos”, entre “programa genético
defectuoso” y “funcionamiento genético
correcto”. A nivel molecular este procedi-
miento es mds complejo, pudiendo encon-
trar muchas més aplicaciones.

En principio, estas terapias se destina-
ban al tratamiento de enfermedades mo-
nogénicas (enfermedades en las que solo
esta afectado un gen). En el caso de una
enfermedad recesiva (ambas copias de un
gen estan alteradas), se introduce el “gen
sano”, que coexiste con el mutado, sin que
éste ultimo interfiera en su funcionalidad.
Esta técnica recibe el nombre de insercion

génica o terapia de aumento génico
(GAT)’. Por el contrario, para enfermeda-
des dominantes (solo hace falta que una
copia del gen esté alterada para manifestar
la enfermedad), habria que inactivar el gen
mutado o “defectuoso” mediante la técni-
ca de correccién dirigida de mutaciones
(gene targeting)’. Es decir, todas estas téc-
nicas abarcan desde la adicién o supresion
de un gen hasta la modificacion o regula-
cion de un gen o grupo de genes®.

> Soutullo, D. (s.f.). Terapia génica ayer y hoy.
Web de la Universidad de Granada. https://
www.ugr.es/~eianez/Biotecnologia/tgdaniel. htm#_
Toc22706635

¢ Dunbar C., High K., Joung J., Kohn D., Oza-
wa K., Sadelain M. (2018). Gene therapy comes of
age. Science, 359(6372). https://doi.org/10.1126/
science.aan4672.
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Figura 2. Ensayos de terapia génica por enfermedades. Fuente: Linden, R. (2013). Gene the-
rapy: what it is, what it is not and what it will be. Estudos Avancados 24.

Los procedimientos de edicién gend-
mica, como CRISPR-Cas9 (Clustered Re-
gularly Interspaced Short Palindromic Re-
peats-CRISPR asociated protein 9), han
encauzado, en gran medida, el avance de
las terapias génicas, pudiendo abordar un
espectro mas amplio de enfermedades
(Fig. 2); no solo las monogénicas. A su
vez, la maduracion de las medidas de se-
guridad, la eficiencia de la transferencia
génica y el desarrollo de sistemas biotec-
noldgicos innovadores ha resultado en
unos protocolos dirigidos mas fiables y
competentes’.

Las distintas alteraciones y mutaciones
genomicas pueden desarrollar desbalan-
ces en las vias metabélicas, en la estructu-
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ray la homeostasis celular, en la maquina-
ria del trafico de sustancias intracelular,
etc. Estos trastornos no pueden tratarse
con las vias farmacoldgicas basicas, a me-
nudo centradas en el silenciamiento de
sintomas; por ello, cabe pensar que sola-
mente la terapia génica puede ofrecer una
solucion frente a estas enfermedades®.

7 Gene Therapy Development for Disease (s.f.).
Creative Biolabs. https://www.creative-
biolabs.com/gene-therapy/gene-therapy-develop-
ment-for-disease.htm

8 E. Cevher, A.D. Sezer, E. Caglar. (2012). Ge-
ne delivery systems: recent progress in viral and
non-viral therapy, Recent Advances in Novel Drug
Carrier Systems, 437-470.
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1.2. Tipos de terapias

Debido a la amplitud del tema, vamos a
establecer 3 clasificaciones distintas (Fig. 3).
La primera de ellas sera en funcion de la cé-
lula sobre la que se trabaje:

e Terapia génica germinal: esta dirigida
a modificar genéticamente células im-
plicadas en la formacién de 6vulos y
espermatozoides. Debido a la dota-
cién haploide de estas células (una sola
copia del material genético), cualquier
cambio en el genoma es permanente y
transmisible a la descendencia, por lo
que los efectos terapéuticos se mani-
festarian sobre los descendientes’. Esta
terapia podria evitar que generaciones
futuras de una familia presentasen de-
fectos genéticos particulares, sin em-
bargo, también podria tener efectos
secundarios sobre la descendencia. La
legislacion actual prohibe esta técnica
en humanos, ya que no se ha podido
demostrar, con la suficiente evidencia
cientifica, que sea eficaz y segura. A su
vez, la terapia germinal esta rodeada
de infinidad de dilemas éticos, basados
principalmente en el peligro que pue-
de suponer para el acervo genético hu-
mano, que dificultan mds atn su prac-
tica en el ser humano!’.

e Terapia génica somatica: esta dirigida
a la modificacion genética de células
somaticas, es decir, de las células cons-
tituyentes de nuestro organismo, ex-
ceptuando las germinales. Estas célu-
las tienen dotacion diploide (dos
copias del material genético) y no per-
tenecen a la linea germinal, por lo que
los cambios en el genoma no se trans-
miten a la descendencia’ y los efectos
terapéuticos se limitan al individuo

tratado, careciendo de consecuencias
hereditarias. Este tipo de terapia si estd
amparada por la legislacion actual, ex-
ceptuando aquellos casos en los que se
trate de aplicar ingenieria genética de
potenciacion, es decir, aquellos casos
en los que se traten de potenciar carac-
teres ajenos a enfermedad, como la al-
tura, el color de ojos, etc.

Dentro de la terapia génica existen 2
pasos esenciales: la transferencia de los ge-
nes a las células diana y la propia expresion
de éstos, que reciben el nombre de trans-
genes'!. La siguiente clasificacion, por tan-
to, se basa en el método de transferencia:

e Terapia génica 7z vivo: los genes son
introducidos en el paciente a través de
vectores, normalmente virus o plasmi-
dos. Cuando el vector de transferencia
es viral el procedimiento se denomina
transduccion.

e Terapia génica ex vivo: los genes son
transferidos a células del paciente cul-
tivadas. Una vez realizada la transmi-
sién, las células son reintroducidas en
el paciente. Un ejemplo de una terapia
génica ex vivo es la técnica CAR-T,
usada en la actualidad en gran varie-
dad de tratamientos contra el cancer.

° Ronchera, C. & Gonzalez, J.M. (2002). Tera-
pia Génica. Farmacia Hospitalaria, 2, 925.
https://www.seth.es/bibliotecavirtual/fhtomo2/CA
P06.pdf

10 Greely, H. T. (2001). Ethical Issues in the
‘New’ Genetics. Elsevier eBooks (pp. 4762-4770).
https://doi.org/10.1016/b0-08-043076-7/03364-7.

! Ruiz Castellanos, M., & Sangro, B. (2005). Te-
rapia génica: ¢Qué es y para qué sirve?, Anales del
Sistema Sanitario de Navarra, 28(1), 17-27. http://
scielo.isciii.es/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1
137 66272005000100002&lng=es&tlng=es.
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La Gltima via clasificatoria viene dada
en base a los objetivos de la terapia génica,
pudiendo ser con fines médicos, como la
prevencion, el diagndstico y el tratamiento
de enfermedades con base genética, o con
fines no médicos, como es el caso de algu-

Terapia génica germinal

Manipulacién de évulos y espermatozoides

<

Efectos terapéuticos sobre
todas las lines celulares de
los descendientes.

Terapia génica
in vivo

Vector viral Mf

Vector no
viral

Terapia génica
ex vivo

Transferencia
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nas ramas de la ingenieria genética, con la
finalidad de la mejoria de caracteres o eu-
genesia, pero, como hemos mencionado
anteriormente, esos fines quedan fuera del
marco legal, por lo que hoy en dia se con-
sidera una pseudociencia.

Terapia génica somatica

Manipulacion de células somaticas

~®
—

Efectos terapéuticos sobre
las células diana del
individuo tratado.

\u

1L

Reintroduccion
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Figura 3. A) Diferencias entre las terapias génicas germinal y somética. B) Diferencias entre
las terapias génicas 77z vivo y ex vivo. C) Harry H. Laughlin, considerado experto en eugenesia,
tomando medidas a distintos individuos inmigrantes para ofrecer pruebas estadisticas en el Con-
greso de los Estados Unidos con el fin de promover la eugenesia. Fuente: NBC News.

1.3. Procedimiento y vectores primera de ellas corresponde al silencia-
miento génico mediante secuencias espe-

1.3.1. Procedimiento cificas como el ARN pequefio de interfe-
La terapia génica presenta principal- rencia (siRNA), el ARN de horquilla
mente tres facetas, empleandose en cada corta (shRNA) o el micro-ARN; todos
una de ellas procedimientos distintos. La ellos interfieren y regulan la expresion de
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genes diana. La segunda via posible es el
reemplazo génico, mediante la adminis-
tracion directa de vectores como los plas-
midos o los virus. Dentro del proceso de
seleccion del vector mas apropiado se en-
cuentra su capacidad de union e intro-
duccién a la célula diana, su habilidad pa-
ra transferir el gen, el nivel de expresion
del gen una vez se ha incorporado a la cé-
lula y la ausencia de toxicidad'?. La tltima
opcion es la edicion génica mediante nu-
cleasas especificas que escinden nucleoti-
dos seleccionados de los acidos nucleicos,
es decir, rompe la secuencia “defectuosa”
y la sustituye por la secuencia del “gen sa-
no” P, La via de edicion génica mas reco-
nocida hoy en dia es la de CRISPR-Cas9.

La pandemia de la COVID-19 ha re-
percutido globalmente en todos los as-
pectos de importancia internacional, es-
pecialmente en el 4ambito econémico y
sanitario. Sin embargo, el desarrollo y au-
torizacion de las distintas vacunas de
ARNm podria tener importantes benefi-
cios respecto al avance en terapia génica
y su procedimiento, abriendo una nueva
via de investigacion centrada en la entrega
de material genético a la célula de manera
eficiente; manteniendo el material genéti-
co intacto y evitando su degradacién an-
tes de alcanzar la célula diana. El modelo
usado para las vacunas de ARNm contra
la COVID-19 fue el de nanoparticulas li-
pidicas, suponiendo un vector més segu-
ro, econémico y efectivo que los vectores
virales cominmente usados en terapia gé-
nica. A su vez, nuevas vacunas de ADN
estan siendo desarrolladas, sin embargo,
con peores resultados y prondsticos que
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las vacunas de ARNm. Estos avances bio-
tecnoldgicos podrian resolver uno de los
mayores enigmas encontrado en los ensa-
yos clinicos de terapia génica, que es la
entrega y procesamiento celular del ma-
terial genético de estudio. El descubri-
miento de nuevos vectores seguros no so-
lo podria abaratar los costes, sino que
también permitiria realizar de manera in-
tegra la entrega de los dcidos nucleicos a
la célula, sin perder nada de informacion
genética en el camino®.

Como se menciond anteriormente, el
sistema de entrega del material genético
es esencial y, es por ello por lo que se han
de priorizar ciertos criterios a la hora de
elegir un sistema, entre los que se encuen-
tran: evitar la interaccion con tejido endo-
telial y células sanguineas, ya que podrian
detectar y reaccionar contra la molécula
de acido nucleico para posteriormente
degradatla; evitar el sistema reticuloendo-
telial, con el fin de no causar reaccién en
células derivadas de precursores monoci-
ticos de la médula 6sea; y, por dltimo, en-
contrar el tamafio adecuado para atrave-
sar la membrana celular y alcanzar el
nucleo. Este tltimo criterio se ve facilita-
do por distintos métodos que facilitaran

12 Sierra-Delgado, J. A., Bautista-Nino, P. K., Var-
gas-Castellanos, C. 1., Diaz, N. B., & Rincon, M. Y.
(2019). Immune response and gene therapy with
adenoassociated viral vectors. PubMed, 79(6), 493-
501. https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31829952

b Sayed, N., Allawadhi, P., Khurana, A., Singh,
V., Navik, U., Pasumarthi, S. K., Khurana, I., Ba-
nothu, A. K., Weiskirchen, R., & Bharani, K. K.
(2022). Gene therapy: comprehensive overview
and therapeutic applications. Life Sciences, 294,
120375. https://doi.org/10.1016/}.165.2022.120375
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Figura 4. Protocolo habitual de terapia génica.

el paso del material genético a través de
la membrana plasmaética. Entre ellos se
encuentran métodos fisicos, como la elec-
troporacion, métodos quimicos, como el
uso de nanoparticulas catidnicas y, méto-
dos biolégicos, como el uso de vectores
virales'.

Aunque no hay un método estandar, el
protocolo habitual en terapia génica se ba-
sa en un primer estudio exhaustivo del gen
a tratar, con su identificacién, aislamiento
y amplificacion. Una vez analizado y pro-
cesado el gen, las células del individuo se
extraen, se afslan y se cultivan in vitro en
un medio adecuado para su mantenimien-
to y modificacion genética (terapia génica
ex vivo, que es la mas comun hoy en dia).
El siguiente paso es el de la transferencia
del gen mediante un vector a las células
cultivadas y la posterior comprobacién de
que efectivamente el gen se ha introducido
y expresado de manera correcta en las cé-
lulas del individuo. Esto se realiza median-
te la introduccién de algtin marcador que
permita discriminar aquellas células que

han introducido el gen de aquellas que no
lo han introducido. Comanmente se usa
un gen de resistencia a firmacos, ya que
con la simple exposicion al agente farma-
colégico se pueden observar las células
que han incorporado el gen, que son las
que sobreviven, y las que no, que sufren
muerte celular. Segiin el Comité de Medi-
camentos de Uso Humano (CHMP), en
este paso debe evitarse el uso de marcado-
res de resistencia a antibidticos, aceptan-
dose su uso solo en situaciones justifica-
das. Una vez realizada esta comprobacion,
se reintroducen las células en el paciente
y se realiza un seguimiento para verificar
que la terapia surge efecto®.

4 Tbraheem, D., Elaissari, A., & Fessi, H. (2014).
Gene therapy and DNA delivery systems. Interna-
tional Journal of Pharmaceutics, 459(1-2), 70-83.
https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2013.11.041

® Soutullo, D. (s.f.). Terapia génica ayer y hoy.
Web de la Universidad de Granada. https://www.
ugr.es/~eianez/Biotecnologia/tgdaniel.htm#_Toc2
2706635
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1.3.2. Vectores

El éxito de la terapia génica depende
en gran parte de una correcta entrada del
gen en la célula diana, evitando cualquier
tipo de biodegradacion por nucleasas del
medio. La complicacién de este paso es
que el ADN es una macromolécula muy
sensible, por lo que una correcta asocia-
cién del material genético con el vector
podria suponer practicamente el éxito de
la terapia’®.

Seleccionar una estrategia correcta pa-
ra que el gen de estudio alcance la célula
diana especifica es fundamental en terapia
génica. Para conseguir este cometido se
distinguen dos categorias distintas de vec-
tores: los virales y los no virales. A la hora
de seleccionar un vector hay que tener en
cuenta que sea seguro, eficiente y factible.
Cada vector presenta una serie de venta-
jas y desventajas; ademads, no existe un
vector estandar para cualquier tipo de te-
rapia génica y, es por ello por lo que la se-
leccion del vector idoneo es esencial para
el correcto desarrollo del tratamiento
(Fig. 5).

Los vectores virales son manipulados
genéticamente para eliminar sus genes de
patogenicidad, que son los que causan la
enfermedad, sustituyendo esos genes por
el gen de interés. Es decir, se realiza una
delecion en cualquier gen causante de en-
fermedad y se mantienen los genes nece-
sarios para la unién a la célula hospeda-
dora, proliferacion y ensamblaje del virus.
Algunos ejemplos de vectores virales son
los adenovirus (virus causante de resfria-
dos, conjuntivitis, bronquiolitis y neumo-
nia), los virus adenoasociados (no esta

16 CERETANUM - N°3 - ANO 2023

asociado a ninguna enfermedad humana),
retrovirus (virus causante del sindrome de
inmunodeficiencia adquirida o SIDA y al-
gunos tipos de canceres) y virus del her-
pes simple (virus causante de herpes bu-
cal o genital, entre otras enfermedades),
etc. Se prioriza a la hora de seleccionar un
vector viral su capacidad para incorporar-
se al ndcleo celular y depositar el material
genético. Ciertas propiedades como el ta-
mafio del material genético o la enferme-
dad a tratar también se tienen en cuenta
respecto a la eleccién del vector!71817,

Entre las ventajas principales del uso
de vectores virales se encuentran su segu-
ridad, ya que al eliminar los genes que
producen enfermedad se reducen en gran
medida las posibilidades de que el pacien-
te contraiga alguna enfermedad causada
por el virus; su eficiencia, debido a que
distintos estudios han demostrado que los
vectores virales suelen ser los vectores de
eleccion debido a su gran capacidad de
transducir correctamente los transgenes;
y, por ultimo, las décadas de investigacion
que los escolta, siendo unos vectores bien
estudiados. Todo ello hace que muchos
ensayos clinicos con vectores virales ha-
yan desenlazado con resultados muy po-
sitivos'’.

16 Tbraheem, D., Elaissari, A., & Fessi, H. (2014).
Gene therapy and DNA delivery systems. Interna-
tional Journal of Pharmaceutics, 459(1-2), 70-83.
https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2013.11.041

7 Osborne, A. (2022). Gene Therapy and the
Big Debate: Viral Vectors Vs Non-Viral Vectors.
Phacilitate. https://www.phacilitate.com/blog-ge-
ne-therapy-and-the-big-debate-viral-vectors-vs-
non-viral-vectors/
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Entre sus desventajas, principalmente
destaca sus efectos secundarios. Aunque
estos vectores no tengan la capacidad de
causar infeccidn, su naturaleza viral hace
que el sistema inmune del paciente lo
pueda detectar como un antigeno peligro-
so, provocando una respuesta inmune
tanto innata como adaptativa, lo que com-
plica a su vez posteriores tratamientos con
vectores virales sobre el mismo paciente,
ya que los linfocitos B de memoria gene-
rarian una respuesta mucho mas efectiva
y potente frente a los vectores virales.
Ademas, muchos autores confirman que
estos vectores también pueden causar ci-
totoxicidad, es decir, pueden ser téxicos
para la propia célula, y mutagénesis inser-
cional, que es una mutacién provocada
por la propia insercién de ADN extrafio
en la secuencia génica, en este caso, el del
virus. Distintos estudios estan tratando de
solventar estos problemas, mediante el
analisis de la interaccién del sistema in-
mune con distintos vectores virales, ob-
servando como se estdn desarrollando
mediante ingenieria genética capsides que
protegen al virus de este ataque. Otros in-
convenientes son el proceso de produc-
cién (muy costosos y requieren gran espe-
cializacion) o la desconfianza que pueden
producir los tests en modelos animales
(no se produce la misma reaccién en los
modelos que en los humanos).

Los vectores no virales son considera-
dos simples en teoria, pero complejos en
la practica. Son muchas las barreras a las
que se enfrentan este tipo de vectores,
muchas mas que los vectores virales, des-
de barreras intracelulares hasta extracelu-

lares. Hoy en dia, se esta tratando de op-
timizar el procesamiento de los vectores
no virales, sin embargo, la realidad es que
los vectores virales siguen manteniéndose
como los principales protagonistas en te-
rapia génica, con muchas menos dificul-
tades a la hora de introducirse en el mer-
cado farmacoldgico. Algunos ejemplos de
estos vectores son polimeros, lipidos,
péptidos, particulas inorganicas o siste-
mas hibridos. Se usan técnicas variadas
como el bombardeo de particulas, la in-

yeccion directa del ADN o la transferen-

cia mediante receptores?*?1222,

Como los vectores virales, los no vira-
les también tienen sus ventajas y desven-
tajas. Entre las ventajas se puede destacar
que podria tener una acogida comercial

18 Tahangiri, S., Rahimnejad, M., Boroujeni, N.
N., Ahmadi, Z., Fath, P. M., Ahmadi, S., Safarkhani,
M., & Rabiee, N. (2022). Viral and non viral gene
therapy using 3D (bio)printing. The Journal of Gene
Medicine, 24(12). https://doi.org/10.1002/jgm.3458

1 Vera, O. L. (2006). Terapia génica. Medicina
Interna de México, 22. https://www.medigraphic.
com/pdfs/medintmex/mim-2006/mim065;j.pdf

2 Osborne, A. (2022). Gene Therapy and the Big
Debate: Viral Vectors Vs Non-Viral Vectors. Phaci-
litate. https://www.phacilitate.com/blog-gene-the-
rapy-and-the-big-debate-viral-vectors-vs-non-viral-
vectors/

2! Tahangiri, S., Rahimnejad, M., Boroujeni, N.
N., Ahmadi, Z., Fath, P. M., Ahmadi, S., Safarkhani,
M., & Rabiee, N. (2022). Viral and non viral gene
therapy using 3D (bio)printing. The Journal of Gene
Medicine, 24(12). https://doi.org/10.1002/jgm.3458

2 Vera, O. L. (2006). Terapia génica. Medicina
Interna de México, 22. https://www.medigraphic.
com/pdfs/medintmex/mim-2006/mim065;j.pdf

2 Ramamoorth, M., & Narvekar, A. (2015).
Non viral vectors in gene therapy- an overview.
Journal of Clinical and Diagnostic Research.
https://doi.org/10.7860/jcdr/2015/10443.5394
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. : Virus :
Retrovirus Adenovirus AR ASHETRER No virales
Eficiencia de_ la Moderada Alta Moderada Baja
transferencia
Largo vs corto Largo Corto Largo Corto

plazo

Expresion del
gen

Variable dependiendo del tipo celular y de los promotores

Inmunogenicidad Baja Moderada Largo Corto
Toxicidad in vitro Baja
; ; Complicaciones en
Dosis EEEL FERLEE Alta dosis alta, requiere Variable

replicacién celular

replicacion viral

Figura 5. Tabla comparativa de los vectores virales mds comunes en terapia génica.

notable, debido a su manufacturacién es
mas sencilla y econdmica, por lo que la te-
rapia génica podria escalar a una mejor
posicién en el mercado. A su vez, son to-
davia mas seguros que los vectores virales,
eliminando los efectos secundarios como
la citotoxicidad o la respuesta inmune
frente a antigenos virales. Otra ventaja
frente a los vectores virales es la capaci-
dad de los vectores no virales, permitien-
do introducir largas secuencias génicas,
haciendo el proceso mucho mis eficiente
econdmica e industrialmente®.

Sin embargo, los inconvenientes suelen
ensombrecer las ventajas de estos vectores.
El mas reconocido es el de su alto porcen-
taje de degradacion, suponiendo un blanco
facil para la degradacion endosomal, por
lo que a menudo su proceso industrial de-
be incluir sistemas personalizados adicio-

18  CERETANUM - N°3 - ANO 2023

nales para proteger el material genético. Al
mismo tiempo, su baja especificidad puede
suponer un grave problema de toxicidad
para el paciente, ya que, a diferencia de los
vectores virales, los no virales encuentran
mayor dificultad para alcanzar las células
dianas, pudiendo tener resultados nocivos
para el paciente. Por dltimo, debido a que
en la mayoria de los casos constituyen sis-
temas hibridos, es decir, una combinacién
de distintos componentes (por ejemplo, 4
tipos de lipidos distintos), el proceso crea-
tivo suele necesitar de la colaboracion de
muchos especialistas, asi como de una in-
version grande y una fase experimental
complicada, por lo que, a menudo, mu-
chos de los vectores no virales no llegan a
la fase de comercializacion®.

El escenario actual de la terapia génica
no ha cambiado mucho a lo largo de su
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historia respecto a los vectores usados.
Los vectores virales siguen encabezando
la lista de vectores usados en ensayos cli-
nicos. Hasta 2018, los adenovirus eran los
vectores virales punteros, seguidos de los
retrovirus, sin embargo, hoy en dia, los vi-
rus adenoasociados (AAV) han ido ganan-
do cada vez mids reconocimiento hasta
practicamente convertirse en el vector vi-
ral mas usado. Esto es debido en gran par-
te a que una vez el virus adenoasociado se
introduce en el interior de las células, éste
se mantiene en forma de episoma, lo que
significa que proporciona el gen sin inte-
grarse en el genoma de la célula diana. Es-
to supone un avance muy destacado, ya
que una de las mayores inquietudes en el
campo de la terapia génica es la interrup-
cién de genes importantes, asi como la ac-
tivaciéon de genes que pueden estar rela-
cionados con el cancer, por lo que este
vector solventa en gran medida una de las
complicaciones mds relevantes de la tera-

pia génica en humanos?*?>%,

2. Discusion

2.1. Posibles aplicaciones clinicas y abor-
daje

Como se ha mencionado alo largo del
articulo, la terapia génica esta atin en su
etapa inicial, con muchos proyectos en
ensayo clinico. Se aborda desde enferme-
dades congénitas hasta canceres sélidos,
por lo que, observando los ensayos clini-
cos de la dltima década, se podria estable-
cer una clasificacion de campos especifi-
cos: canceres, enfermedades monogénicas
y poligénicas, infecciones y otros estudios

(fallos cardiacos, osteoartritis, enferme-

dad vascular periférica, etc.)?.

2.1.1. Cancer

Aunque el objetivo inicial de la terapia
génica era hacer frente a enfermedades
monogénicas, hoy en dia, con alrededor
de un 65% de ensayos clinicos, el cancer
se ha proclamado como la enfermedad
con el mayor niimero de protocolos de te-
rapia génica.

Segtin el National Cancer Institute?®,
cancer es el nombre que se da a un con-
junto de enfermedades relacionadas. En
todos los tipos de cancer, algunas de las
células del cuerpo empiezan a dividirse
sin detenerse y se diseminan a los tejidos
de alrededor. El cancer no es solo una en-
fermedad sino muchas enfermedades de

24 Sayed, N., Allawadhi, P.,, Khurana, A., Singh,
V., Navik, U., Pasumarthi, S. K., Khurana, I., Ba-
nothu, A. K., Weiskirchen, R., & Bharani, K. K.
(2022). Gene therapy: comprehensive overview
and therapeutic applications. Life Sciences, 294,
120375. https://doi.org/10.1016/j.165.2022.120375

% Hudecek, M., Izsvék, Z., Johnen, S., Renner,
M., Thumann, G., & Ivics, Z. (2017). Going non-vi-
ral: the Sleeping Beauty transposon system breaks on
through to the clinical side. Critical Reviews in Bio-
chemistry and Molecular Biology, 52(4), 355-380.
https://doi.org/10.1080/10409238.2017.1304354

26 Tolosa, A. (2020). Nuevas cuestiones a resol-
ver para la terapia génica con virus adenoasociados.
Genotipia. https://genotipia.com/genetica_medi-
ca_news/terapia-genica-virus-adenoasociados/

27 Arabi, F, Mansouri, V., & Ahmadbeigi, N.
(2022). Gene therapy clinical trials, where do we go?
An overview. Biomedicine & Pharmacotherapy, 153,
113324.  https://doi.org/10.1016/j.biopha.2022.
113324

28 What is cancer? (2021). National Cancer Ins-
titute. https://www.cancer.gov/about-cancer/un-
derstanding/what-is-cancer
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caracter multifactorial, con mas de 100
diferentes tipos de cancer. Estan involu-
cradas tanto alteraciones genéticas inna-
tas como adquiridas, en las que se produ-
cen mutaciones en una amplia variedad
de genes. A menudo estas mutaciones
presentan causas ambientales, como pue-
de ser el estilo de vida. El cancer es la
principal causa de muerte a escala mun-
dial. Se le atribuyen 8.2 millones de de-
funciones ocurridas en todo el mundo
(OMS, 2012), por lo que es comprensible
que la mayoria de la inversion en investi-
gacion a nivel mundial se destine a esta
enfermedad.

Hay 2 grandes grupos de genes que
afectan al ciclo celular: los protoncogenes
(promueven la proliferacion; aceleradores
del ciclo celular) y los genes supresores de
tumores (actiian en los puntos de control
del ciclo celular; frenos del ciclo celular).
Ambos cooperan para que el ciclo avance
de forma correcta. Cuando los protonco-
genes mutan se transforman en oncoge-
nes. Mutaciones en genes supresores de
tumores también tienen consecuencias
importantes en el origen de la enferme-
dad. La alteraciéon de estos genes contri-
buye a la aparicion del cancer, es por ello
por lo que un amplio espectro de ensayos
clinicos de terapia génica los fija como
diana, tratando de revertir sus mutacio-
nes. Un ejemplo es el del oncogén HER2,
que afecta al 25% de pacientes con can-
cer de mama, desarrollandose terapias an-
ti-HER2 (los pacientes sobreexpresan la
proteina aumentando su concentracion,
por lo que la terapia trata de bloquear la
actividad del gen)®.

20 CERETANUM - N°3 - ANO 2023

Dentro de todos los tipos de cancer, los
mis estudiados en el ambito de la terapia
génica son los hematoldgicos (especial-
mente leucemias, linfomas y mielomas
multiples), seguidos de los gastrointestina-
les y de los del sistema nervioso. Las estra-
tegias utilizadas para atacar el cincer me-
diante este tratamiento son las siguientes:
la introduccion de un gen que induzca la
muerte de las células tumorales o que au-
mente su sensibilidad a la quimioterapia y
radioterapia, el bloqueo de un oncogén o
la insercion de un gen supresor de tumo-
res que trate de compensar las mutaciones
causantes de la enfermedad y, por tltimo,
la potenciacion de la respuesta inmune y
el reconocimiento del tumor mediante la
expresion de genes que permitan comba-
tir la capacidad de las células cancerigenas
de evitar al sistema inmunitario®*'?2,

En los tltimos afios, se ha desarrollado
un revolucionario tratamiento genético ex-
perimental frente al cdncer que supone

2 Moradian, C., & Rahbarizadeh, F. (2021).
PE38-based gene therapy of HER2-positive breast
cancer stem cells via VHH-redirected polyamidoa-
mine dendrimers. Scientific Reports, 11(1).
https://doi.org/10.1038/541598-021-93972-5.

30 Arabi, F, Mansouri, V., & Ahmadbeigi, N.
(2022). Gene therapy clinical trials, where do we
go? An overview. Biomedicine & Pharmacothe-
rapy, 153, 113324. https://doi.org/10.1016/j.biop-
ha.2022.113324

> Tunghans, R. P. (2017). The challenges of so-
lid Tumor for designer CAR-T therapies: A 25-year
perspective. Cancer Gene Therapy, 24(3), 89-99.
https://doi.org/10.1038/cgt.2016.82

32 Das, S. K., Menezes, M. E., Bhatia, S., Wang,
X., Emdad, L., Sarkar, D., & Fisher, P. B. (2014). Ge-
ne therapies for cancer: Strategies, challenges and
successes. Journal of Cellular Physiology, 230(2),
259-271. https://doi.org/10.1002/jcp.24791
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uno de los acontecimientos mas brillantes
de la medicina en las tltimas décadas. Se
trata de la terapia de células T con recep-
tores quiméricos de antigenos o CAR-T.
De hecho, se especula que esta nueva tera-
pia ex vzvo pueda desplazar a la quimiote-
rapia como el tratamiento de eleccién para
hacer frente al cancer. El procedimiento se
basa en la alteracion genética de los linfo-
citos T del paciente (gldbulos blancos) en
el laboratorio para que puedan reconocer
las células cancerigenas, activarse y propa-
gar la respuesta al resto de células inmuno-
l6gicas. Estos linfocitos T modificados
comprenden el receptor de antigeno qui-
mérico o CAR, que permite la deteccion y
unién de antigenos especificos que se ex-
presan en las células cancerigenas. El re-
ceptor estd compuesto por un dominio ex-
tracelular que se une al antigeno y por
otros dos dominios que acttian como coes-
timuladores, para potenciar la respuesta
frente al antigeno. Asi, la combinacién de
la activacién de los linfocitos T y su habi-
lidad para expandir la respuesta hace que
la terapia suponga una de las expectativas
terapéuticas mas prometedoras en la lucha
contra el cancer’0?1323334,

La aprobaciéon de la primera terapia
CAR-T, tisagenlecleucel, por la Food and
Drug Administration (FDA) se realiz6 en
2017%. Desde entonces, se han aprobado
un total de 6 terapias CAR-T, viendo re-
sultados favorables sobre todo en pacien-
tes con canceres hematoldgicos. Los dis-
tintos tipos de cancer tienen distintos
tipos de antigenos, por lo que, actualmen-
te, un amplio rango de investigaciones on-
coldgicas estd orientada a extender el nu-

mero de canceres tratables por la terapia
CAR-T. Como afirmé el doctor Antonio
Pérez Martinez, jefe de Servicio de Hema-
to-Oncologia Pediatrica del Hospital Uni-
versitario La Paz*:

“CAR significa coche en inglés y hay
muchos tipos de coche; los modernos
corren mds que los antiguos, pero,
seguramente, menos que los del futuro,
porque estin en constante evolucion. Pasa
lo mismo con las terapias CAR-T. Sin
embargo, los coches modernos fuera de la
carretera asfaltada no van bien y se
necesitan tractores (“IRUCKS”), que van a
ser mds fiables, seguros vy eficaces. Esto es
lo que ocurre en los tumores sélidos y el
microambiente tumoral”.

33 Sahillioglu, A. C., Toebes, M., Apriamashvili,
G., Gomez, R., & Schumacher, T. N. (2021).
CRASH-IT Switch Enables Reversible and Dose-
Dependent Control of TCR and CAR T-cell Func-
tion. Cancer Immunol Res., 9(9), 999-1007.
https://doi.org/10.1158/2326-6066.cir-21-0095

**Zeng, J., Tang, S. Y., & Wang, S. (2019). Deri-
vation of mimetic T cells endowed with cancer re-
cognition receptors from reprogrammed T cell.
PLOS ONE, 14(5), €0216815. https://doi.org/
10.1371/journal.pone.0216815

3 FDA approves tisagenlecleucel for B-cell
ALL and tocilizumab for cytokine release syndro-
me (2017). U.S. Food and Drug Administration.
https://www.fda.gov/drugs/resources-information-
approved-drugs/fda-approves-tisagenlecleucel-b-
cell-all-and-tocilizumab-cytokine-release-syndrome

36 Mancebo, S. (2023). Las terapias CAR-T
rompen las barreras del cancer y podran usarse en
un futuro préximo para tratar enfermedades au-
toinmunes. Asociaciéon Espanola de Pediatria.
https://www.aeped.es/noticias/las-terapias-car-t-
rompen-las-barreras-cancer-y-podran-usarse-en-
un-futuro-proximo-tratar
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Las mayores complicaciones de la te-
rapia CAR-T son una respuesta inmune
exacerbada que pueda provocar danos en
el propio paciente (sindrome de libera-
cion de citocinas; SLC) y toxicidad neu-
roldgica relacionada con células inmunes
(sindrome de neurotoxicidad asociado a
células inmunoefectoras; SNACI). Si el
paciente atin no ha mostrado la aparicion
de efectos secundarios tras cuatro sema-
nas desde el inicio del tratamiento, se
puede afirmar, en la mayoria de los casos,
que la persona suele estar fuera de peligro
de complicaciones graves’’.

2.1.2. Enfermedades monogénicas y po-
ligénicas

Segun el Boston Children’s Hospital,
la terapia génica nace con el propdsito de
poner fin a las enfermedades con causa
genética. Como se menciond anterior-
mente, entre las enfermedades genéticas
podemos distinguir entre las monogénicas
y las poligénicas. A diferencia de las en-
fermedades monogénicas, las poligénicas
difieren, en cierta medida, de las condi-
ciones establecidas por Mendel, mostran-
do un fenotipo de enfermedad atribuido
a la variacion de miles de nucleétidos que,
de manera individual, no muestran efec-
tos notorios pero que combinados, cons-
tituyen el eje de la enfermedad poligénica
en el individuo, aumentando el riesgo,
conforme mas variantes génicas perjudi-
ciales presente en su genoma. Este tipo de
enfermedades si presentan un factor he-
redable importante, a diferencia del can-
cer en el que s6lo en un 10% de los casos,
el factor heredable es determinante.

22 CERETANUM - N°3 - ANO 2023

Para el tratamiento de estas enferme-
dades, como la fibrosis quistica; las tala-
semias o la distrofia muscular de Desche-
ne, es comun el uso de vectores virales
mediante tratamiento 77z vivo*®. Las mo-
nogénicas tienen menor complejidad de-
bido a que la diana se compone solo de
un gen. Algunos ejemplos de enfermeda-
des monogénicas abordables mediante te-
rapia génica son la inmunodeficiencia
combinada grave (SCID; mutaciones en
el gen IL2RG), distrofias retinianas con-
génitas (con mutaciones en el gen
RPEG65), betatalasemia dependiente de
transfusiones (se inserta el gen de hemo-
globina normal) y atrofia muscular espi-
nal (afectacion en el gen SMN1, en la ma-
yoria de los casos)??#04!,

Uno de los avances mds importantes
en el tratamiento de enfermedades mono-
génicas ha ocurrido este Gltimo afio 2023,

37 Lamture, G., Baer, A. N, Fischer, J. W., Co-
lon-Moran, W., & Bhattarai, N. (2021). TCR-inde-
pendent activation in presence of a SRC-family kina-
se inhibitor improves CAR-T cell product attributes.
Journal of Immunotherapy, 45(3), 139-149.
https://doi.org/10.1097/cji.0000000000000402

38 Arabi, F., Mansouri, V., & Ahmadbeigi, N.
(2022). Gene therapy clinical trials, where do we go?
An overview. Biomedicine & Pharmacotherapy,
153, 113324. https://doi.org/10.1016/j.biopha.2022.
113324

39 Martinez Martinez L. (2011). Diagndstico
Molecular y Genético de Inmunodeficiencias Pri-
marias ligadas al X. Tesis doctoral.

40 Kirschner, J., & Cathomen, T. (2020). Gene
therapy for monogenic inherited disorders—op-
portunities and challenges. Dtsch Arztebl Int.
https://doi.org/10.3238/arztebl.2020.0878

4 Spinal muscular atrophy. MedlinePlus.
(2008).  http://www.nlm.nih.gov/medlineplus
/ency/article/000996.htm.
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mediante una nueva modalidad en terapia
génica: un paciente con epidermdlisis bu-
llosa distréfica o, como cominmente se
conoce, la “enfermedad de la piel de ma-
riposa” pudo recuperar su visién practi-
camente de manera holistica. Esta enfer-
medad afecta a los procesos cicatrizantes
del organismo, perdiendo en muchas oca-
siones la vision debido a que es opacada
por el propio tejido de cicatrizacién. El
tratamiento utilizado fue desarrollado por
Krystal Biotech; unas gotas de ojos que
contenian el virus del herpes simplex
inactivado con copias del gen que codifica
para el coldgeno 7 (gen afectado en esta
enfermedad monogénica). Se estima que
este mismo procedimiento podria ser usa-
do para otras alteraciones como la distro-
fia de Fuchs (poligénica), con una preva-
lencia mundial de aproximadamente el 4
% de la poblacién mayor de 40 afios, que
corresponde a mds de 300 millones de
personas. Asi, la terapia génica podria ha-
cer frente a problemas tan notorios como
la pérdida de vision*#,

La principal complicacién a la hora de
diagnosticar y tratar condiciones médicas
poligénicas es la estratificacion y variacion
genética dentro de una poblacion; la pre-
valencia de algunas afecciones varia segiin
la procedencia geografica del individuo,
por lo que también difiere la respuesta fi-
sioldgica a un farmaco o tratamiento. Una
herramienta muy util para conocer las va-
riantes alélicas que pueden provocar alte-
raciones en una poblacion e identificar las
diferencias y similitudes entre poblacio-
nes es el estudio de asociacion del genoma
completo (GWAS), usado para identificar

las variantes relacionadas con un riesgo
de enfermedad*. Las enfermedades poli-
génicas con mayor incidencia y, por las
que la mayor parte de la investigacion ac-
tual se enfocan en ellas, son asma, migra-
fla crénica, lupus eritematoso, artritis reu-
matoide, esquizofrenia, trastorno bipolar
y enfermedad de Crohn®.

Mientras que la mayoria de los ensayos
clinicos respecto a enfermedades de carac-
ter genético han sido derivados a alteracio-
nes metabdlicas, oculares o coagulativas, la
nueva generacion de genetistas est abrien-
do un nuevo frente en el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas poligé-
nicas que, aunque presenta un mayor ni-
mero de limitaciones respecto a otros tipos
de enfermedades (debido ala complejidad
del procedimiento), en los primeros ensa-
yos se estan dando resultados muy espe-

“ Houser, K. (2023). Gene therapy helps res-
tore teen’s vision for first time. leaps.org.
https://leaps.org/eye-drops/particle-1

# Office of the Commissioner. (2023). FDA ap-
proves first topical gene therapy for treatment of
wounds in patients with dystrophic epidermolysis
Bullosa. U.S. Food and Drug Administration.
https://www.fda.gov/news-events/press-announce-
ments/fda-approves-first-topical-gene-therapy-
treatment-wounds-patients-dystrophic-epider-
molysis-bullosa

# Estudio de asociacién de genoma completo
(GWAS). National Human Genome Research Ins-
titute. (2023). https://www.genome.gov/es/gene-
tics-glossary/Estudio-de-asociacion-de-genoma-
completo#:~:text=Definici % C3 % B3n,0%20con
%20un %20rasgo %20determinado.

# Oliynyk, R. T. (2019). Future Preventive gene
therapy of polygenic diseases from a population ge-
netics perspective. International Journal of Mole-
cular Sciences, 20(20), 5013. https://doi.org/
10.3390/ijms20205013
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Figura 6. Modo de actuacién de la vacuna contra el coronavirus.

ranzadores. Las enfermedades neurodege-
nerativas, a menudo, se relacionan con blo-
queos en alguna de las vias de sefalizacion
que desencadenan la transmision nerviosa
o bien por acimulo de sustancias toxicas
que desencadena el proceso neurodegene-
rativo. Una nueva investigacion en la Uni-
versidad de Cambridge ha propuesto que
mediante la introduccién de los genes del
factor neurotréfico derivado del cerebro
(BDNF; factor de crecimiento) y del recep-
tor tirosina kinasa tipo B (TrkB; receptor
de BDNF) se puede propulsar, de manera
significativa, el crecimiento axonal, asi co-
mo la correcta sefializacién extracelular ne-
cesaria para la transmision del impulso ner-
vioso a través del axén, obteniéndose
resultados favorables en modelos de glau-
coma o Alzheimer*.

2.1.3. Enfermedades infecciosas

El rango de accion de la terapia génica
solia discriminar a las enfermedades in-
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fecciosas, existiendo una cantidad infima
de ensayos relacionados con éstas. Sin
embargo, desde diciembre de 2019, debi-
do a la emergencia sanitaria que conllevo
la pandemia del coronavirus, se han apro-
bado mas de 29 ensayos contra la enfer-
medad COVID-19. Hay cierta controver-
sia sobre si se debiese considerar las
vacunas contra la COVID-19 como tera-
pia génica debido a que no alteran el ma-
terial genético del individuo tratado; solo
se aporta el ARN mensajero con la infor-
macion necesaria para que las células del
paciente sinteticen las proteinas corona-
viricas, induciendo una mayor y mas efec-
tiva respuesta inmune en caso de exposi-

4 Khatib, T., Osborne, A., Yang, S., Ali, Z., Jia,
W., Manyakin, I., Hall, K., Watt, R., Widdowson,
P., & Martin, K. R. (2021). Receptor-ligand supple-
mentation via a self-cleaving 2A peptide-based ge-
ne therapy promotes CNS axonal transport with

functional recovery. Science Advances, 7(14).
https://doi.org/10.1126/sciadv.abd2590
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cion al virus (Fig. 6). La comunidad cien-
tifica no ha llegado a un consenso acerca
de si se considera terapia génica o no; sin
embargo, la dltima palabra la tuvo la
FDA, que incluy6 las vacunas de BioN-
Tech y Moderna Therapeutics en la lista
de productos de terapia génica aproba-
dOS47’48.

Otro reconocido avance en el campo
de las enfermedades infecciosas fue uno
de los altimos tratamientos frente al VIH.
La terapia es parecida a la CAR-T frente
al cancer, ya que también se basa en la
modificacion genética de células inmuni-
tarias, sin embargo, en este caso se modi-
fican para resistir el ataque del virus con-
tra estas células. Asi, aunque quede una
reserva latente del virus en el organismo,
éste no causa dafo significativo al sistema
inmunitario. Otro abordaje de la ingenie-
ria genética fue el de la modificacion de
las células diana del virus, para evitar su
replicacion, sin embargo, debido a que,
en muchos pacientes estas células diana
se ven disminuidas, se han estudiado nue-
vas estrategias, como la modificacién ge-
nética de las células productoras de las cé-
lulas diana, que secretarian proteinas
antivirales (AVP) que protegerian a las cé-
lulas diana que todavia no han sido ex-
puestas al virus®.

2.2. El lapiz genético: CRISPR-Cas9

En el afio 1993, un microbidlogo ali-
cantino, Francisco Mojica, descubrié unas
secuencias repetidas en el genoma de un
microorganismo encontrado en las costas
de la Comunidad Valenciana. Investigacio-
nes posteriores demostraron que otros or-

ganismos como las bacterias E.coli o M. tu-
berculosis también comprendian estas se-
cuencias en su genoma, por lo que, si se ha-
bian mantenido a lo largo de la evolucion
en tantos organismos, debian tener una
funcion importante. Tras afilos manipulan-
do esas secuencias para tratar de averiguar
que funcién cumplian, en el afio 2003, el
propio Mojica, dio con la clave, a saber,
eran una especie de sistema inmunitario
que defendia a organismos procariotas co-
mo las bacterias o las arqueas del ataque
de los virus. Estos fueron los comienzos de
CRISPR-Cas9, la técnica genética mas im-
portante del siglo. Aflos mas tarde, en
2020, las investigadoras Charpentier y
Doudna fueron obsequiadas con el Premio
Nobel de Quimica por su contribucion al
desarrollo de la técnica CRISPR-Cas9, ya
que fueron ellas, junto a un grupo de in-
vestigacion lituano, quienes descubrieron
los elementos necesarios del sistema para
cortar el ADN y modificarlo, abriendo pa-
so a un mercado multimillonario, en el que

4 Arabi, F,, Mansouri, V., & Ahmadbeigi, N.
(2022). Gene therapy clinical trials, where do we
go? An overview. Biomedicine & Pharmacothe-
rapy, 153, 113324. https://doi.org/10.1016/j.biop-
ha.2022.113324

# Diaz, F. J., & Toro-Montoya, A. I. (2022). Del
ARN mensajero a los vectores virales y las protei-
nas recombinantes: la evolucién de las vacunas
contra COVID-19. Medicina y Laboratorio, 26(4),
319-322. https://doi.org/10.36384/01232576.596

4 Arjmand, B., Larijani, B., Hosseini, M., Pa-
yab, M., Gilany, K., Goodarzi, P., Roudsari, P. P.,
Baharvand, M. A., & Mohammadi, N. S. H.
(2019). The horizon of gene therapy in Modern
Medicine: Advances and challenges. Advances in
Experimental Medicine and Biology (pp. 33-64).
https://doi.org/10.1007/5584_2019_463
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miles de empresas luchan por patentar la
técnica y decidir su autoria®®!,

En el genoma microbiano CRISPR-
Cas9 aparece como una serie de secuen-
cias de ADN espaciador alternadas con
secuencias palindrémicas idénticas repe-
tidas, denominado en conjunto array
CRISPR™. Las secuencias espaciadoras
son hipervariables ya que dependen de
los contactos con virus o plasmidos que
haya tenido el microorganismo en cues-
tion. El array CRISPR se transcribe como
un ARNm, controlado por una secuencia
lider. Ademas, tiene asociados los genes
Cas, que codifican para las proteinas Cas,
con actividad endonucleasa, encargada de
cortar el ADN virico, defendiendo asi al
microorganismo del ataque virico®>*>.

Como hemos mencionado, las bacte-
rias y arqueas utilizan este mecanismo a
su favor; el sistema se activa cuando el mi-
croorganismo es infectado por un virus
que inyecta su ADN al interior. Un seg-
mento de este ADN inyectado es introdu-
cido en las secuencias espaciadoras entre
las secuencias CRISPR. Al transcribirse
CRISPR se genera un ARN de interferen-
cia con la secuencia virica incorporada,
que guiara a la proteina Cas hacia un
ADN similar al del virus para cortar y em-
palmar donde el ARN le guie, es decir, la
primera infeccion sirve para que el mi-
croorganismo identifique el ADN del vi-
rus, pudiendo reconocer y degradar el
ADN del virus, de manera eficaz, si se
produce una reinfeccién; un mecanismo
similar al de vacunacion en humanos™.

La edicion génica esta en su tercera ge-
neracion; antes del sistema CRISPR-Cas9
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en ingenieria genética se usaban las nu-
cleasas con dedos de zinc (ZFN) y las nu-
cleasas de actividad similar al activador de
transcripcion (TALEN). Sin embargo, es-
tas requerian amplias librerias de protei-
nas con especificidad de secuencias varia-
bles para marcar el ADN a modificar, a
diferencia de la tecnologia CRISPR, que
redirige a las proteinas Cas mediante un
ARN guia, lo que proporciona facilidad y
eficiencia al proceso.

0 Ferrer, S. (2014). La técnica genética «que lo
cambiara todo» desata una guerra de patentes. elcon-
fidencial.com. https://www.elconfidencial.com/tec-
nologia/2014-12-10/tres-startups-se-pelean-por-la-
tecnica-genetica-que-lo-cambiara-todo_582726/

51 Fundacién Ramén Areces-Noticias. (2023).
Francisco Mojica, descubridor del sistema
CRISPR, recibe el IT Premio ACES-Margarita Sa-
las. Fundacién Ramén Areces https://www.funda-
cionareces.es/fundacionareces/es/comunicacion/n
oticias/francisco-mojica-descubridor-del-sistema-
crispr-recibe-el-ii-premio-aces-margarita-salas.html

2 Doudna, J. A., & Charpentier, E. (2014). The
new frontier of genome engineering with CRISPR-
CAS9. Science, 346(6213). https://doi.org/
10.1126/science. 1258096

> Chévez-Jacobo, V. M. (2018). El sistema de
edicién genética CRISPR/CAS y su uso como an-
timicrobiano especifico. Tip revista especializada
en ciencias quimico-bioldgicas, 21(2), 116-123.
https://doi.org/10.22201/fesz.23958723e.2018.2.5

4 Lépez-Goni, 1. (2015). Las bacterias también
se “vacunan”: el sistema CRISPR/CAS — Micro-
BIOBlog. https://microbioblog.es/las-bacterias-
tambien-se-vacunan-el

> Doudna, J. A., & Charpentier, E. (2014). The
new frontier of genome engineering with CRISPR-
CAS9. Science, 346(6213). https://doi.org/
10.1126/science. 1258096

¢ Hsu, P, Lander, E. S., & Zhang, F. (2014).
Development and applications of CRISPR-CAS9
for genome engineering. Cell, 157(6), 1262-1278.
https://doi.org/10.1016/j.cell.2014.05.010
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Los dos componentes imprescindibles
para la aplicacion clinica de esta técnica
en genes mutados son el ARN guia, para
identificar la zona de interés, y la proteina
Cas9, para realizar el corte en esa zona. El
ARN guia sitta a la proteina Cas9 en la
zona mutada, siguiendo la regla de com-
plementacion de bases ARN-ADN. A
continuacién, la nucleasa efecttia el corte
en el ADN, desechando el fragmento con
la mutacién. Para reparar ese fragmento
de ADN que se ha escindido se puede
producir’®>’:

Recombinacién no homéloga, es decir,
se adhieren fragmentos de ADN no rela-
cionados por lo que, al unirse segmentos
de distinta naturaleza, el gen tiende a
romperse e inactivarse.

Recombinacion homéloga mediante el
uso de moldes de ADN exdgenos, resul-
tando en un gen “sano”, activo y sin mu-
tacion. En este caso, se aporta la secuen-
cia sin mutacién para llevar a cabo la
correcta union de los extremos resultan-
tes del corte con la nucleasa.

2.3. Problemas éticos y expectativas de
futuro

La comercializacion de cada vez mas
terapias génicas genera expectativas espe-
ranzadoras; supone una revolucién para
la medicina moderna. Sin embargo, la
controversia y el desconocimiento nubla,
en ocasiones, los resultados experimenta-
les obtenidos tras afios de investigacion y
estudios.

A menudo, se genera el debate sobre la
modificacion de la linea germinal, estricta-
mente prohibida hoy en dia. Es cierto que

podria eliminar, en cierta medida, la po-
sibilidad de transmision de enfermedades
heredables en todo un 4rbol genealdgico.
Sin embargo, los efectos secundarios no
estan descritos; podria afectar de manera
negativo al feto, ya que se esta modifican-
do la base de la vida, los bloques de cons-
truccion basicos para el organismo: su
material genético. Ademds, se estd some-
tiendo a toda una generacion de descen-
dientes a una modificacion controlada de
su genoma sin su consentimiento, al ser
fetos, no pueden elegir si quieren aplicar
sobre su organismo la terapia génica o no.
Otro punto en contra es que este tipo de
terapias podria desenlazar en problemas
éticos de mayor alcance para la humani-
dad porque, ¢cémo distinguimos los ca-
racteres “normales” de los caracteres cau-
santes de discapacidad?, ¢puede este
avance suponer un aumento de la discri-
minacién hacia aquellos individuos con
trastornos genéticos?, ¢quién nos garan-
tiza que esta terapia no sera utilizada para
el “mal”?

Otra barrera importante para el avance
de la terapia génica son los resultados in-
congruentes. Es una técnica en fase expe-
rimental, por lo que, aunque ya esté dando
frutos en algunas enfermedades sustancia-
les, todavia no se puede demostrar, con
evidencia suficiente, su efectividad, lo
que, acompanado de algunas noticias

7 Ran, E A., Hsu, P., Wright, J., Agarwala, V.,
Scott, D., & Zhang, F. (2013). Genome engineering
using the CRISPR-CAS9 system. Nature Protocols,
8(11), 2281-2308. https://doi.org/10.1038/nprot.
2013.143
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sensacionalistas respecto a este tratamien-
to, puede ser fuente de desconfianza entre
la poblacion. Los factores necesarios para
que sea efectiva no son distintos que para
otras modalidades clinicas, pudiendo
existir fallos técnicos (expresion genética,
capacidad de alcanzar la célula diana, co-
rrecto funcionamiento del vector, etc.),
clinicos (seguridad de la terapia, existen-
cia de efectos secundarios, etc.) y socioe-
condémicos.

Adn con estos inconvenientes, este tipo
de terapia tiene un futuro (y presente) pro-
metedor. Aunque paises como EE.UU., Ja-
pén o Reino Unido se mantienen a la van-
guardia en los ensayos clinicos de terapia
génica, Espafa es considerado un repre-
sentante de renombre de esta linea de in-
vestigacion, promoviendo proyectos tanto
de investigacion basica como de ensayos
clinicos. Fue en 2018 cuando se aprobo en
Espana la financiacion de la primera tera-
pia génica contra el cdncer; hoy en dia se
estan desarrollando 5 ensayos clinicos en
cancer, estando 4 de ellos en Fase 1.
Aproximadamente 20 ensayos clinicos de
terapia génica estan siendo liderados por
grupos o empresas espafiolas, tratando de
abordar enfermedades hereditarias y tra-
tamientos regenerativos’®’,

La investigacion de esta rama supone
un desafio para la biomedicina moderna
que se encuentra inmersa en un contexto
complejo, con aspectos ajenos a la inves-
tigacion, como la legislacion, los sistemas
sociales, el presupuesto, la esfera politica,
etc. En un futuro no muy lejano se puede
esperar que la terapia génica no solo per-
mita a los pacientes vivir sin la necesidad
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de tratamientos continuos, sino también
podria permitir alejar al paciente de la
carga diaria de su enfermedad.

3. Conclusién

La terapia génica supone una robusta
competencia a los métodos convenciona-
les clinicos para tratar enfermedades con
base genética. Es una alternativa prome-
tedora que burla las limitaciones de otros
tratamientos farmacoldgicos. No obstan-
te, presenta aun unos desafios a batir para
ganarse la confianza de la sociedad y es-
tablecerse como estrategia de eleccion a
la hora de tratar trastornos genéticos. El
aumento de sistemas fiables y seguros,
con el avance del estudio de nuevos vec-
tores, elude de manera precisa los incon-
venientes encontrados en esta terapia,
siendo cada vez mis ttil en el tratamiento
de enfermedades neoplasicas y neurode-
generativas. De hecho, cada dia m4s pa-
cientes estan venciendo o, al menos, su-
perando estas enfermedades gracias al uso
de estas nuevas herramientas con funda-
mento genético.

Las nuevas técnicas de edicion de genes,
especialmente la técnica CRISPR/Cas9,
han revolucionado el 4rea de la biologia
molecular. Aprovechando un sistema de
defensa microbiano se ha abierto un fren-

8 Ensayos clinicos activos (s.f.). Sociedad Es-
paiola de Terapia Génica. https://www.setgyc.es/
ensayos-cl%C3 % ADnicos-en-espa%C3 %Bla

> Terapia génica en Espaiia (2019). Sociedad
Espafiola de Medicina de Laboratorio.
https://www.labtestsonline.es/news/news-terapia-
genica-en-espana
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te diverso de aplicaciones médicas y bio-
tecnoldgicas, resaltando la importancia de
la investigacion basica, ya que es un me-
canismo basado en los principios de re-
plicacion y reparacion del ADN. Las po-
sibilidades de esta técnica parecen ser
ilimitadas, con un amplio campo de ac-
cién en la edicion de genomas eucariotas
y procariotas, pudiendo hacer frente a
amenazas tan sélidas como la resistencia
bacteriana a antibidticos.

Aunque de momento no son muchos
los farmacos comercializados, existe una
gran cantidad de ensayos clinicos que po-
drian ver la luz del mercado en los proxi-

mos anos. Existe una gran competencia
por patentar estas nuevas estrategias que,
sumado a los problemas bioéticos que con-
lleva la aplicacion de la terapia génica, su-
ponen una barrera notoria para su adapta-
cion clinica. Sin embargo, se trata de una
disciplina en continuo desarrollo, con re-
sultados prometedores que brindan espe-
ranzas a muchas familias. La terapia génica
puede salvar vidas. De hecho, ya son mu-
chos los individuos que estan gozando de
las ventajas de lo que supone la revolucion
biomédica mas importante del siglo. Es,
sin duda alguna, el presente y el futuro de
la medicina tal y como la conocemos.
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