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HERRAMIENTAS ,
DEL TRATAMIENTO GENICO

El tratamiento génico es el drea terapéutica mds joven y retne a
todas las formas de tratamiento de las enfermedades humanas
que tienen en comun la utilizacién de material genético. En ge-
neral, ese material genético se puede emplear para restaurar una
funcién celular perdida, inducir una funcién nueva o interferir
con una funcién ya existente y nociva. En cualquier caso, para
ejecutar su tarea, el material genético debe alcanzar la célula dia-
na, de forma que material, célula y método de transferencia son
los 3 elementos con los que se conforman las diferentes estrate-
gias de tratamiento génico. La accién de transferir el material
genético a la célula se conoce como transduccién y el gen que se
transduce es el transgén.

El material genético que puede utilizarse es muy diverso (tabla
1). La transferencia de material genético a las células diana pue-
de hacerse ex vivo o in vive. La transferencia ex vivo se realiza
mediante el aislamiento de células del tumor o del sistema in-
munolégico, su cultivo y transduccién in vitro y su posterior
reintroduccién en el individuo. En general, para el tratamiento
del cincer el interés de este procedimiento se centra en la utili-
zacién de células modificadas para estimular la respuesta inmu-
nitaria, que actian a modo de vacunas terapéuticas.

El tratamiento génico iz vivo consiste en la introduccién direc-
ta del material genético en el paciente y supone ventajas obvias
desde el punto de vista préictico.

Para transducir células se utilizan vehiculos o vectores, cuya mi-
sién es proteger el material genético de su degradacién antes de
que alcance el nicleo. Los vectores pueden ser de dos tipos: vi-
rales y no virales (tabla 2). Los vectores virales se construyen sus-
tituyendo porciones del genoma viral que resultan imprescindi-
bles para la replicacién del virus por el transgén en cuestién. Los
virus recombinantes asi obtenidos son capaces de penetrar en la
célula y de hacer llegar al nicleo el transgén, pero no de repli-
carse indiscriminadamente y dar lugar a una infeccién viral en el
paciente. La lista de virus utilizados con este fin aumenta cada
afio, pero los virus mds empleados son los retrovirus y adenovi-
rus. Los retrovirus se emplean habitualmente para la tratamien-
to génica ex vivo, su principal ventaja es que la expresién es du-
radera y su inconveniente mayor, que la célula ha de dividirse
para que el transgén se integre y exprese. Por el contrario, los
adenovirus infectan células en reposo y transducen eficazmente
tanto el higado peritumoral como los tumores cuando se admi-
nistran por via intratumoral, intraarterial o intravenosa, pero su
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Puntos clave

El tratamiento génico consiste en transferir material
J genético a las células de un determinado tejido con
la intencion de corregir una funcién defectuosa, aportar
una funcién nueva o interferir con una funcién nociva.

El material génico suele estar compuesto por genes

naturales o quiméricos y, para lograr transferirlos a las
células diana -in vivo o ex vivo— se emplean vectores muy
diversos, como virus defectivos y liposomas, entre otros.

Las estrategias mas desarrolladas de tratamiento

génico del hepatocarcinoma persiguen la correccién
de las alteraciones moleculares propias de las células
malignas, la produccién selectiva en el seno del tumor de
sustancias citotoxicas o la induccién de una respuesta
inmunolégica antitumoral eficaz.

La viroterapia es una forma de tratamiento

desarrollada en paralelo al tratamiento génico, que
consiste en la destruccién del tumor por virus
modificados genéticamente, para que se repliquen de
forma selectiva en las células cancerosas.

Los obstaculos actuales al desarrollo clinico del

tratamiento génico del hepatocarcinoma tienen que
ver, sobre todo, con los sistemas de transferencia génica,
que son aun poco eficaces, demasiado fragiles o
insuficientemente seguros.

principal inconveniente es que la expresién es transitoria porque
la respuesta inmunitaria antiviral destruye las células infectadas.
Los vectores no virales son un grupo heterogéneo de vehiculos,
cuyo principal exponente son los liposomas, con menor eficacia
de transduccién pero con las ventajas de no ser inmunogénicos
y tener un perfil de toxicidad bajo y bien conocido.

POSIBILIDADES DE TRATAMIENTO
GENICO DEL HEPATOCARCINOMA

El tratamiento génico del hepatocarcinoma (HCC) se puede abor-
dar utilizando como células diana las propias células tumorales, el
tejido hepdtico peritumoral o las células que participan en la res-
puesta inmunitaria antitumoral, y como material genético distintos
transgenes que se resumen en la figura 1. Los distintos tipos de tra-
tamiento génico los analizaremos sucintamente a continuacion.
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Correccion de alteraciones genéticas

En el HCC, como en la mayoria de las neoplasias avanzadas, es
frecuente que se pierda por distintos mecanismos la funcién del
gen supresor de tumores p53. En cultivos celulares, restaurar es-
ta funcién perdida transfiriendo una versién correcta del gen
hace que las células malignas dejen de proliferar y se hagan mds
sensibles a la quimioterapia6*7. También en modelos animales
de HCC la administracién intratumoral® o intraarterial hepiti-
ca’ de vectores adenovirales que contienen el gen p53 tiene
efecto antitumoral. En el tnico ensayo clinico publicado, pa-
cientes con HCC recibieron por via intratumoral cantidades va-
riables de un plismido con el gen de p53!°y, aunque el objeti-
vo del estudio era valorar la seguridad de esta alternativa, se
observé remisién tumoral en algunos pacientes.

Quimioterapia selectiva

La limitacién principal de los firmacos antineoplésicos radica en
que las dosis que producen efecto antitumoral generan también
efectos adversos por dafiar tejidos no tumorales. Una solucién a
este problema consiste en transducir selectivamente el tumor con
genes que fabriquen enzimas capaces de convertir formas inacti-
vas de un firmaco en metabolitos téxicos (tabla 3). De todos los
genes capaces de cumplir esta funcién, el mds estudiado ha sido
el de la timidin cinasa (tk) de los virus del grupo herpes que
transforma el antiviral ganciclovir en un agente antitumoral. Por
accién de esta tk viral, el ganciclovir se activa y es asi capaz de in-
terferir con la sintesis del ADN y producir la muerte de células
en division. Ademas, el efecto antitumoral se amplifica gracias a
la transferencia del ganciclovir activado a través de uniones in-
tercelulares!? y a la puesta en marcha de una reaccién inmuno-
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Figura 1. Posibilidades de tratamiento génico del
hepatocarcinoma. En las distintas estrategias, para conseguir una
accion antitumoral, el material genético puede transferirse al
propio tumor (T), al tejido hepdtico que lo rodea (NT) o0 a las
células del sistema inmunolggico (SI).

légical?. El sistema tk es eficaz frente al HCC, tanto en cultivos
celulares’® como en diferentes modelos animales®!*. En cuanto
a la aplicacién en pacientes con tumores hepdticos, estas estrate-
gias de genes activadores de profirmacos han demostrado ser se-
guras mediante inyeccién intratumoral en pacientes con metds-
tasis hepdticas de cincer colorrectal® y su eficacia y seguridad en

Tabla 1. Material genético utilizable en el tratamiento génico del cancer

Genes naturales (codifican para proteinas naturales que tienen un efecto biolégico conocido)

Genes de proteinas defectuosas o ausentes

Genes de moléculas inmunoestimulantes

Genes supresores de tumores, como p53 o RB

citocinas, quimiocinas, moléculas de coestimulo, moléculas HLA

Genes “suicidas”

Genes de proteinas con efecto antitumoral

Enzimas capaces de transformar profarmacos inocuos en agentes
citotéxicos antitumorales

Proteinas antiangiogénicas (endostatina), inhibidoras del crecimiento tumoral
(IGF), etc.

Genes quiméricos (se disefan en el laboratorio y pretenden interferir con funciones especificas o relevantes de las células tumorales)

Anticuerpos de cadena simple

Proteinas dominantes mutadas

Material subgenémico

Ribozimas

Moléculas antisentido

Moléculas sefuelo
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Capaces de unirse especificamente a un antigeno (v.g. la proteina
de un oncogén), al que bloquean por quedar refenidos dentro de la célula

Similares a proteinas reguladoras, conservan la capacidad de unién al ADN,
por lo que compiten con las proteinas no mutadas, pero carecen
del efecto regulador

Pequefias moléculas de ARN de secuencia complementaria a la de ofros ARN
diana, a los que se unen especificamente, dotados de una actividad catalitica
que les permite destruir el ARN al que se unen

Oligonucledtidos que, por ser complementarios, se unen a secuencias
especificas de ADN o ARN y bloquean su expresién

Moléculas de ADN que secuestran por unién especifica las proteinas
reguladoras e impiden su efecto biolégico
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el tratamiento del HCC se estdn estudiando en un ensayo clini-
co en curso por parte de nuestro grupo.

Inmunoterapia génica

La incapacidad del sistema inmunitario para acabar con un tu-
mor depende tanto de la incapacidad de los antigenos tumora-
les para lograr estimular una respuesta eficaz como de la inefi-
cacia de los mecanismos efectores encargados de eliminar las
células tumorales. Estas alteraciones pueden intentar corregirse
mediante el tratamiento génico. La estrategia mds estudiada es
la que consiste en lograr una produccién intensa en el seno del
tumor de sustancias con efecto inmunoestimulante, fundamen-
talmente citocinas, como TNF-01¢, interleucina (IL) 2 0 GM-
CSF!y, sobre todo, IL-12. Utilizando vectores adenovirales, la
transferencia de los genes de la IL-12 tanto al propio tumor co-
mo al higado no tumoral se traduce en un efecto antitumoral
muy intenso y reproducible’®22. Recientemente, nuestro grupo
ha concluido el primer ensayo clinico en el que pacientes con
HCC y otros tumores hepiticos secundarios recibieron la ad-
ministracién intratumoral de un vector adenoviral portador de
los genes de la IL-12. Aunque este ensayo sélo perseguia eva-
luar la seguridad del producto y buscar las dosis para subsi-
guientes estudios de eficacia, también se observaron indicios de

Tabla 2. Vectores de tratamiento génico

Virales No virales

Retrovirus ADN plasmidico o desnudo
Adenovirus Complejos ADN-proteinas
Virus adenoasociados Liposomas

Lentivirus Inmunoliposomas
Herpesvirus Virosomas

Vacciniavirus Polietanoliminas
Baculovirus Particulas coloidales
Alfavirus Chitosan

actividad antitumoral, como infiltracién del tumor por linfoci-
tos citotdxicos y estabilizacién o remisién parcial de las lesiones,
en una porcién relevante de los pacientes con HCC.

Una alternativa interesante es la que pretende estimular la res-
puesta inmune antitumoral modificando genéticamente las cé-
lulas del propio sistema inmunolégico, para que ejerzan sus fun-
ciones con mayor eficacia. Las células dendriticas, por ejemplo,
son eficaces presentadoras de antigenos que pueden ingenieri-
zarse para que presenten antigenos tumorales mediante la trans-
duccién de genes que codifiquen para antigenos tumorales rele-
vantes, como la o-fetoproteina®®, o bien para que produzcan
citocinas que promuevan su proliferacién y activacién, como la
IL-1224 Las células dendriticas asi modificadas pueden inducir
respuestas antitumorales enérgicas frente al HCC metastésico y
esta estrategia se estd estudiando en ensayos clinicos.

Viroterapia

Es una forma peculiar de tratamiento de los tumores, se incluye
habitualmente dentro del tratamiento génico por haberse desa-
rrollado a su amparo. De la misma forma que se crea un vector vi-
ral sin capacidad alguna de replicacién, un virus puede modificar-
se genéticamente para que se replique selectivamente en el tumor
y pueda infectar y eliminar las células neopldsicas de una forma
restringida. Para conseguir esta selectividad se acude a ciertos
cambios fenotipicos de las células malignas, como la activacién de
oncogenes o la pérdida de funcién de genes supresores de tumo-
res. El mejor ejemplo es el de los adenovirus delecionados en
E1B?. Para replicarse, los adenovirus salvajes bloquean la funcién
de p53 gracias a la proteina E1B. Un adenovirus al que le falte es-
ta proteina serd incapaz de replicarse en una célula normal, pero
no en una célula maligna en la que p53 no funcione adecuada-
mente. La inyeccién intratumoral de este virus oncolitico a pa-
cientes con HCC ha revelado que el tratamiento es seguro y que
parece tener cierta actividad antitumoral?®. Pero estos virus de re-
plicacién selectiva pueden constituirse en excelentes vectores de
tratamiento génico cuando portan un transgén, de forma que per-
miten la transduccién de las células tumorales que van infectando.

Tabla 3. Enzimas activadoras de profidrmacos utilizadas en el tratamiento con genes “suicidas”

Enzima Profarmaco

Farmaco

Enzimas no humanas

Timidin cinasa viral Ganciclovir
Citocina deaminasa 5-Fluorocitosina
Carboxipeptidasa G2 CJS278
Nitrorreductasa CB1954
Metionina a, yliasa Selenometionina
Carboxilesterasa Irinotecan

Enzimas humanas

Citocromo P450 [fosfamida
Ciclofosfamida
l[pomeanol

Deoxicitidina cinasa Citarabina

Gemcitabina

Ganciclovir-3P
5-Fluorouracilo
Adriamicina
Metabolito activo
Metilselenol
SN-38

Metabolitos activos

Metabolitos activos

CJS278: N-(4-[L-glutamilcarbonilamino]benziloxicarbonil)adriamicina; CB1954: 5-aziridinyl-2,4-dinitrobenzamida.
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OBSTACULOS ACTUALES
EN EL TRATAMIENTO GENICO
DEL HEPATOCARCINOMA

El desarrollo del tratamiento génico del cincer en la tltima dé-
cada ha sido rdpido e intenso, de forma que son miles las perso-
nas que han recibido tratamiento en el marco de ensayos clini-
cos. En los primeros afios, a mediados los noventa, se levantaron
expectativas poco realistas y se pasé rapidamente de las buenas
experiencias en animales a la realizacién de ensayos clinicos que
defraudaron las esperanzas generadas.

Los principales obsticulos encontrados tienen que ver mds con
las herramientas que con las estrategias. En general, los vectores
disponibles carecen de tropismo por el tejido tumoral, son dvi-
damente degradados tras su administracién intravenosa, no son
capaces de alcanzar tumores avanzados en los que existe una au-
téntica barrera defensiva estructural y la expresién del transgén
que incorporan se ve limitada por la eliminacién mediada inmu-
nolégicamente de la célula infectada si antes no lo es por el si-
lenciamiento del promotor. Sin embargo, estos obstéculos, que
parecen insalvables para intentar la correccién de alteraciones ge-
néticas en hepatocarcinomas ampliamente metastasicos, pueden
solventarse en parte adaptando la estrategia a las circunstancias.
Asi, la administracién intratumoral repetida puede ser una alter-
nativa para el tratamiento de hepatocarcinomas tnicos de gran
tamario, no susceptibles de ablacién percutdnea o cirugia. Y pa-
ra el tratamiento de la enfermedad hepética extendida puede re-
currirse a la estimulacién de la respuesta inmune antitumoral con
alguna de las estrategias descritas, a la accién citolitica de los vi-
rus de replicacién selectiva o a la transduccién del tejido peritu-
moral. Esto dltimo puede lograrse en modelos animales utili-
zando vectores con hepatotropismo, como los adenovirus, o
mediante la denominada transduccién hidrodindmica, que con-
siste en inyectar ADN plasmidico y bloquear el drenaje venoso
hepzitico”. Con todo, algunos productos de tratamiento génico
han logrado inducir efectos antitumorales bioldgicamente rele-
vantes, lo que indica que la mejora de las herramientas —vectores
y promotores fundamentalmente— seguramente se traducird en
la consecucién de una eficacia clinicamente relevante.
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