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Nuestra percepcion actual acerca de la genética esta sufriendo
cambios profundos. Desde los primeros trabajos de Gregorio
Mendel en 1865, hasta el desarrollo de la enzimologia y de la
bioquimica de las proteinas en las décadas de los cincuentas y
los sesentas, los estudios de genética se basaron en el analisis
de la transmision de caracteres fenotipicos de una generacion a
la otra, es decir, en el estudio de los caracteres observables. A
partir de 1973, con el inicio de la ingenieria genética, se empe-
z6 a considerar que el procedimiento normal para identificar
un gen consistia en caracterizar primero la proteina para la cual
codifica. A mediados de los afios ochentas, armados con la ex-
periencia de la ingenieria genética y de los estudios de ADN, se
emprendid un retorno a las raices: se establecié que el gen res-
ponsable de una enfermedad se puede identificar porque cose-
grega (se transmite) con un fenotipo patoldgico, lo que se co-
noce como clonacién posicional. La proteina se deduce a partir
de la secuencia del gen identificado, e incluso se puede sinteti-
zar por ingenieria genética. Este procedimiento también per-
mite reconocer genes cuyas mutaciones no son directamente
responsables de una enfermedad, pero que sin embargo au-
mentan la probabilidad de que ésta se manifieste, como en el
caso de los genes de susceptibilidad a la arteriosclerosis, hiper-
tension o Alzheimer.

Recientemente la sed por descifrar nuestro propio genoma
nos ha llevado a una nueva era, la de la gendémica, cuyo princi-
pal objetivo es la secuenciacién completa del genoma humano.
De hecho, acaba de anunciarse la primera secuencia entera de
un cromosoma humano, y podemos asegurar, sin demasiado
riesgo, que todos los cromosomas habran sido secuenciados en
un futuro muy préximo.

Sin embargo, aln nos falta un enorme trecho antes de que a
partir de la secuencia de los genes podamos inferir los fenéme-
nos fisioldgicos y patoldgicos. Entre los ochenta mil a ciento
cuarenta mil genes de los que se compone nuestro alfabeto, s6-
lo algunos estan implicados en una enfermedad monogeénica
especifica. Algunos de ellos son tan importantes que la més li-
gera mutacion es letal, pero en otros casos existen candados de
seguridad que permiten a ciertos genes paliar la ausencia o la
alteracion de otros, por medio de una cierta redundancia fun-
cional. Ademas, el resultado fenotipico de un gen depende, ge-
neralmente, de su colaboracion con otros genes y del contexto
del medio ambiente, de la misma forma que el significado de
una palabra depende de su posicién dentro de una frase y debe
de ser interpretado en funcién de la trama de la historia.

Genes ¢para qué?

HELENE GILGENKRANTZ,
JACQUES-EMMANUEL GUIDOTTI
Y AXEL KAHN
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Ratones para los hombres

Uno de los prerrequisitos indispensables para la realizacion de
ensayos terapéuticos clinicos es contar con modelos animales.
A partir del nacimiento de la transgénesis, que permite la in-
troduccién de un fragmento de ADN en el genoma desde los
primeros estados de la embriogénesis, ha sido posible desarro-
llar diversos modelos de afecciones humanas. Por medio de es-
ta técnica no sélo se pueden modelar enfermedades monogéni-
cas, sino que también se han desarrollado modelos de cancer
en tejidos especificos y es posible estudiar la cooperacion entre
distintos oncogenes, la cinética de la aparicién de un proceso
canceroso y, de esta manera, establecer sitios potenciales de in-
tervencion terapéutica.

Hacia finales de la década de los ochentas se desarroll6 una
herramienta de creacion de modelos animales muy poderosa;
se trata de la posibilidad de reemplazar, durante las primeras
etapas del desarrollo embrionario de los ratones, un gen nor-
mal por uno mutado, lo que se conoce como recombinacion
homologa. Hasta entonces los investigadores habian dependi-
do del caracter aleatorio de la mutagénesis, pero con esta nueva
técnica, que se basa en el conocimiento del gen que se quiere
interrumpir o mutar, se introduce la secuencia mutada en célu-
las embrionarias totipotenciales de raton y, por medio de un
método de seleccion positiva 0 negativa, se escogen aquellas cé-
lulas donde la secuencia mutada haya reemplazado a la secuen-
cia normal del raton. Gracias a esta técnica ha sido posible de-
sarrollar modelos de mucoviscidosis que reproducen algunos
de los signos de la afeccion en humanos, y fue posible probar la
viabilidad, la eficacia y la inocuidad de las primeras tentativas
de terapia génica. Desde entonces, la técnica de recombinacion
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homologa se ha refinado considerablemente, y ahora es posible
controlar la disfuncién de un gen en el tiempo y en el espacio, co-
mo si estuviéramos accionando un interruptor. Volviendo al
ejemplo de la mucoviscidosis, o del gen responsable, el cRTF,
ha sido posible estudiar las consecuencias de la ausencia de su
expresion en tipos de células especificos. Como esta técnica se
basa en la homologia de la secuencia del fragmento introduci-
do con la del gen mutado, uno de los requisitos para poder em-
plearla es conocer, al menos, una parte de la secuencia del ADN
del gen que se quiere modificar.

A pesar de estos avances, los modelos animales no siempre
constituyen una buena copia fenotipica de las afecciones hu-
manas. Por ejemplo, los ratones mpx, que al igual que los ni-
fios con miopatia de Duchenne estan desprovistos de distrofina
muscular, presentan un diagndstico vital normal aun cuando
sus musculos presentan ciertas lesiones causadas por el proceso
necrético caracteristico de esta enfermedad. En algunos casos
es posible contar con otros modelos animales, como ciertas
afecciones articulares o de hipertension, en las cuales las ra-
tas desarrollan una semiologia cercana a la enfermedad humana.
Sin embargo, la transgénesis es aln una técnica dificil de reali-
zar en especies que difieren del raton, como ratas, conejos y va-
cas. Una de las aplicaciones de la transgénesis podria ser el uso
de los 6rganos de animales transgénicos para realizar xenotrans-
plantes. Aunque esta idea ya no sea ciencia ficcion pura, la téc-
nica aun presenta grandes dificultades de orden inmunoldgico
y de seguridad que sera necesario vencer antes de poder poner-
la en practica.

Comprender mejor para curar mejor

El hecho de haber identificado al gen responsable de una afec-
cién no implica que se comprenda su funcion o su participacion
en la fisiopatologia, sin embargo, es necesario establecer los la-
zos que unen a la estructura del gen y a la proteina con los efectos
deletéreos que produce su ausencia, para poder disefiar estrate-
gias terapéuticas dirigidas y eficaces. Un ejemplo espectacular
y reciente que ilustra este proceso es el de los trabajos empren-
didos por dos equipos franceses en torno a una enfermedad
muscular, la ataxia de Friedreich, un padecimiento que sufre
una persona de cada cincuenta mil en Europa. El grupo de
Jean Louis Mandel y Michel Koenig, en Estrasburgo, identifi-
co el gen responsable de esta enfermedad y bautizo a la protei-
na para la cual codifica, pero cuya funcién se desconoce, frata-
xina. Un afio mas tarde, el equipo de Arnold Munich y Agnes
Ro6tig, en Paris, observé una deficiencia en las proteinas fierro-
azufre mitocondriales en las biopsias de endiomiocardio de los
pacientes con ataxia de Friedreich. Con estas dos claves era po-
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sible describir la secuencia fisiopatoldgica de la enfermedad
aungue no se hubiese descubierto la funcion precisa de la fra-
taxina: acumulacion de fierro mitocondrial, pérdida de las
proteinas fierro-azufre y sobreproduccidn de aniones superoxi-
dos toxicos para las células. Siguiendo esta légica, se probaron
in vitro numerosas sustancias farmacolégicas que pudieran in-
tervenir en este ciclo. La vitamina c, que aumenta la produc-
cién de fierro reducido, aumentd la toxicidad; el desferral des-
plazo el fierro responsable de la destruccion de las proteinas
fierro-azufre solubles de las membranas, y un agente antioxi-
dante, el idebenone, que no reduce el fierro, protegio a las en-
zimas, tanto a las solubles como a las membranales. El trata-
miento con idebenone permitié mejorar espectacularmente la
hipertrofia cardiaca de los tres primeros pacientes tratados, y
actualmente, solamente tres afios después del descubrimiento
del gen, ya se esta llevando a cabo un ensayo clinico con mas de
cincuenta enfermos.

Desgraciadamente esto no sucede asi para todas las enfer-
medades. Aunque el gen de la distrofina muscular de Duchen-
ne fue identificado desde hace més de diez afios, no se ha podido

disefiar una terapia eficaz para los pacientes con este padeci-
miento. Sin embargo, numerosos trabajos han permitido la
consolidacion del conocimiento acerca de las proteinas de esta
familia. Un equipo inglés encontrd una proteina analoga, la
utrofina, que se expresa durante la vida fetal debajo de la mem-
brana muscular al igual que la distrofina, pero que desaparece
casi totalmente y sdlo se expresa en las uniones neuromuscula-
res después del nacimiento. Experimentos con modelos anima
les mostraron que la utrofina es capaz de reemplazar a la distro-
fina en el musculo adulto, reforzando asi la idea de la existencia
de una homologia funcional entre ambas proteinas. Uno de los
ejes de investigacion terapéutica consiste en tratar de estimular
la reexpresion de la utropina fetal con el fin de prevenir la ne-
crosis muscular.

Las estrategias terapéuticas derivadas del conocimiento del
genoma no se restringen a las enfermedades monogenéticas o
cancerosas. También se pueden aplicar para tratar enfermeda-
des inducidas por agentes infecciosos. ;O no fue acaso el cono-
cimiento del genoma del virus del sida lo que permitié imagi-
nar el eficaz tratamiento con antiproteasas?
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Una mina de medicamentos

Mucho antes de la revolucion del genoma los genes ya servian
como una fuente indiscutible de proteinas medicamentosas.
Gracias a la ingenieria genética y al conocimiento de la secuen-
cia protéica y de su maduracion postraduccional —que en oca-
siones es esencial para su funcionamiento— ha sido posible de-
sarrollar terapias de sustitucion, es decir, la administracion de
la proteina “sana” para compensar a la que falta o que esta mu-
tada. Para obtener una proteina determinada en grandes canti-
dades se introduce el gen en un organismo, desde una bacteria
hasta un mamifero, para que su maquinaria de transcripcion y
de traduccion la sintetice. Esta técnica de sintesis de proteinas
es preferible a la de purificacion a partir de tejidos animales o
humanos que ocasionaron graves accidentes. Entre la larga lista
de proteinas que se producen con este método, también llama-
das proteinas recombinantes, se encuentran la insulina, la eri-
tropoietina, el factor vi, el factor 1x, las enzimas lisosomales,
la hormona de crecimiento, las citoquinas y el interferon.

En la era de la automatizacion y de la informatizacion in-
tensivas, la secuenciacion completa de nuestro genoma puede
significar la posibilidad de identificar todos los sitios de inter-
vencion terapéutica o las moléculas protéicas codificadas por
es0s genes. En efecto, los genes codifican para las enzimas, los
receptores o los canales, que son las proteinas sobre las cuales
actlan y actuaran los medicamentos de hoy y del mafiana. Un
importante esfuerzo industrial ha sido puesto en marcha para
identificar moléculas naturales y sintéticas capaces de interac-
cionar y modular la actividad de estos sitios “blanco”. Se han
emprendido varios programas para identificar nuevos modula-
dores quimicos de la expresion génica, en particular, se busca
aumentar la actividad especifica de los promotores de genes
que tengan un interés terapéutico. Este estudio se puede reali-
zar en cultivos de células que contengan en su genoma la re-
gion promotora del gen que se quiere analizar acoplada a un
gen marcador. De esta manera se pueden probar varios miles
de moléculas en cadenas automatizadas, lo que se conoce como
highthrouput screening tamiz de alto rendimiento. La modula-
cion de la expresion del gen marcador se analiza por medio de
sistemas Opticos integrados a procesadores informaticos. Una
vez que se identifica una molécula activa se estudia su biodis-
ponibilidad, toxicidad y metabolismo. En nuestro ejemplo de
la distrofia muscular de Duchenne, una via terapéutica posible
consistiria en buscar moléculas capaces de estimular la reexpre-
sion de la utropina bajo la membrana muscular como en el es-
tado fetal, asi como se logro la reexpresion de la hemoglobina
fetal por medio de butirato, hidroxiurea y eritropoietina en la
drepanocitosis.
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Asi como la gendmica se refiere a la genética en la época de
los programas de los genomas, la farmacogendmica es una nue-
va forma de ver la farmacogenética a una gran escala. La idea
subyacente es que el desarrollo de los métodos de estudio gené-
ticos de los individuos permitira desembocar en una terapéuti-
ca personalizada, adaptada a cada caso en funcion de la sensibi-
lidad individual a los efectos terapéuticos e iatrogénicos de los
medicamentos. La fabricacion de chipsde ADN, que inmoviliza
en un soporte solido sondas, permite explorar miles de eventos
genéticos en poco tiempo. Por ejemplo, se podra detectar la pre-
sencia de mutaciones activadoras de oncogenes, alteraciones de
antioncogenes, modificacion de genes de susceptibilidad, etc.

El empleo de los chipsnos permite esperar que las personas
con determinadas afecciones podran recibir un tratamiento
mejor adaptado a la forma etioldgica de su enfermedad y de su
“acervo genético”, en términos de eficacia y de minimalizacion
de riesgos de toxicidad.

La terapia génica: un concepto evolutivo

La terapia génica podria definirse de varias maneras, pero tal
vez el significado menos restrictivo sea el de la utilizacion de un
gen como molécula medicamentosa. En realidad no es un con-
cepto nuevo, pues en un principio se veia la terapia génica co-
mo un transplante de genes al igual que uno de 6rganos, en
donde el 6rgano sano suple la funcidn del defectuoso, por lo
que se pensaba que este tipo de terapia estaria reservado a las
enfermedades genéticas. De hecho, ademas de las afecciones
hereditarias, todos los tratamientos de sustitucién que emplean
proteinas recombinantes podran ser reemplazados por la trans-
ferencia de los genes que codifican para esas proteinas. Ademas
de esta terapia génica de “prdtesis”, la perspectiva de poder lle-
var a cabo una reparacion directa de los genes mutados ha deja-
do de ser ciencia ficcion.

¢Terapia germinal o terapia somatica?

La transgénesis, como se aplica para fines terapéuticos en mo-
delos murinos (de raton) de enfermedades humanas, constitu-
ye el arquetipo de lo que llamamos terapia germinal. El gen in-
troducido desde una etapa precoz de la embriogénesis estara
presente en todas las células del organismo y, por consiguiente,
se transmitird a la descendencia. En realidad hay muy pocas in-
dicaciones en las que se podria aplicar al hombre, ya que sola-
mente las afecciones dominantes en estado homocigoto, que
son excepcionales, se verian beneficiadas por un tratamiento de
este tipo. En todos los demaés casos una proporcion de la des-
cendencia no son portadores de la mutacion, y en consecuen-
cia basta con transplantar al Gtero materno los embriones sa-
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nos, en vez de introducir un gen corrector cuyo efecto terapéu-
tico en los embriones mutados es incierto.

En cambio, la terapia génica somatica busca corregir una
mutacion o introducir un nuevo gen en un tejido determina-
do, o incluso en un tipo celular especifico, sin modificar la he-
rencia del paciente. Las aplicaciones para este tipo de terapia
son muy variadas, y a partir de este momento s6lo nos referire-
mos a este tipo de terapia génica a lo largo del texto.

¢Transferencia de células o de genes?

De manera un poco esquematica se puede decir que hay dos
estrategias distintas para introducir un gen en un organismo:
la transferencia directa o la transferencia de células genética-
mente modificadas ex vivo, es decir, transformadas fuera del
organismo. La estrategia directa, in vivo, parece ser técnica-
mente mas sencilla puesto que consiste en aportar directamen-
te el gen de interés al 6rgano afectado. Esta se utilizara prefe-
rentemente en los casos en los que se disponga de una via facil
de acceso al tejido blanco, cuando las células que se quieran
tratar no se puedan extraer, o cuando éstas se encuentren dise-
minadas por todo el organismo. La mucoviscidosis, que afecta
sobre todo a las células epiteliales del tracto traqueobronquial,
ciertas enfermedades neurodegenerativas, asi como la miopatia
de Duchenne, son algunos ejemplos en los cuales se podria
aplicar la terapia génica in vivo.

La estrategia celular, en cambio, consiste en aislar células del
paciente, cultivarlas ex vivo e insertarles, generalmente por me-
dio de vectores virales, el gen terapéutico. Esta estrategia se pa-
rece a los autotransplantes. Entre las enfermedades susceptibles
a ser tratadas por este método y para las cuales los primeros en-
sayos clinicos, desgraciadamente adn raros, dieron resultados
bioldgicos efectivos, se encuentran el déficit en adenosina desa-
minasa y la hipercolesterolemia familiar debida a la falta de re-
ceptores LDL. En el caso del déficit en adenosina desaminasa,
los linfocitos aislados de nifios afectados fueron infectados con
un vector retroviral que contenia una version normal del gen y,
posteriormente, se volvieron a introducir en los pacientes. Las
respuestas inmunoldgicas de los enfermos tratados mejoraron
notablemente de manera durable. En el caso de la hipercoleste-
rolemia, los hepatocitos de los pacientes se aislaron a partir de
una biopsia hepdtica, se pusieron en cultivo y se indujo su pro-
liferacion al mismo tiempo que se infectaban con un retrovirus
que contenia el gen del receptor LDL. Estos hepatocitos trata-
dos fueron reinyectados a los pacientes por via intraportal, sin
embargo, el tratamiento no resultd muy eficaz. Posiblemente
esto se debe a que la técnica, sin duda muy pesada, esta ademas
limitada por el nimero de células que se pueden corregir y
reimplantar.

Cualquiera que sea la estrategia que se emplee, la directa o
la celular, hay que notar que es posible hacer secretar una pro-
teina potencialmente terapéutica a un tipo celular que normal-
mente no la produce. Esto permite escoger un tipo celular que
sea capaz de secretar de manera eficaz una proteina terapéutica,
aunque no sea el blanco principal de la enfermedad, lo cual re-
sulta en mas posibilidades terapéuticas. De la misma forma, las
células modificadas pueden ser reimplantadas en un lugar que
no corresponda con el tejido de origen. Por ejemplo, algunos
experimentos con mamiferos grandes, como los perros, mos-
traron que es posible programar fibroblastos para que secreten
una proteina lisosomal. Cuando se implanta en la cavidad peri-
toneal del perro un tejido sintético inerte constituido de fibras
de colageno y factores de crecimiento, llamado organoide, que
espontaneamente se vasculariza, los fibroblastos secretan de
manera activa la enzima.

Medicina regenerativa

Uno de los factores limitantes es la necesidad de obtener un
buen namero de células corregidas para poder generar un efec-
to terapéutico. Por lo tanto, si se les pudiera conferir alguna
ventaja para su proliferacion se incrementaria la eficacia de la
estrategia. En este sentido, los resultados obtenidos por el equi-
po de Alain Fisher en el hospital Necker de Paris en el trata-
miento de nifios con un déficit inmunolégico, son particularmen-
te interesantes. En este caso, la introduccién del gen normal en
las células hematopoiéticas de los pacientes produjo una venta-
ja proliferativa a las células modificadas sobre las que residen
en la médula. Esto permite explicar la extraordinaria eficacia
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que obtuvieron con el tratamiento a pesar de que el nimero
inicial de células corregidas era muy bajo. Este concepto de
“medicina regenerativa” no se limita al tejido hematopoiético,
también se ha demostrado que funciona en el tejido hepatico
del ratén. Como el higado posee la capacidad espontanea de re-
generarse, es posible, confiriéndoles una ventaja selectiva a los
hepatocidos reimplantados, inducir la proliferacion de los hepa-
tocitos corregidos en detrimento de los hepatocitos residentes y,
de esta manera, asistir a la poblacidn progresiva del higado con
células modificadas. Este concepto tendra, probablemente,
grandes aplicaciones en la terapia génica del tercer milenio.

Desde la perspectiva del empleo de células con una ventaja
proliferativa, las células madre son muy atractivas, ya que cons-
tituyen, al menos en teoria, un reservorio casi ilimitado de cé-
lulas diferenciadas potencialmente Gtiles en terapia génica.
Desde algunos afios parece que nuestro patrimonio de células
madre de higado, masculo e, incluso, de cerebro, es mucho mas
grande de lo que imaginabamos.

Asi, hemos podido observar células neuronales que se dife-
rencian en células hematopoiéticas, células hematopiéticas en
higado o musculo, e incluso hemos podido aislar células de
musculo esquelético capaces de colonizar la médula. Este tipo
de células parecen adaptar su comportamiento al medio en el
que se encuentran, como si fueran una especie de camaledn.
Ser capaces de aislar, cultivar y hacer proliferar este tipo de cé-
lulas sin duda permitiria revolucionar la terapia por autotrans-
plante de células, genéticamente modificadas o no, de todos los
tipos de afecciones para las cuales la Unica posibilidad terapéu-
tica es el transplante.
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Terapia génica aditiva o cirugia reparadora

Los primeros esfuerzos de terapia génica fueron dirigidos a las
enfermedades genéticas. La adicion de una copia normal del
gen permite pasar, al menos en los casos de las enfermedades
recesivas, de un estado homocigoto que presenta la enferme-
dad, a un estado heterocigoto fenotipicamente sano. Sin em-
bargo, la necesidad de transmitir el gen a todas las células del
tejido afectado por la enfermedad y de que la proteina terapéu-
tica se exprese durante toda la vida del paciente ha restringido
de manera considerable la eficacia terapéutica de los ensayos
clinicos planeados hasta ahora. Si bien, el concepto es muy ele-
gante, su realizacion es, por lo pronto, delicada. Otra posibili-
dad, considerada por mucho tiempo como mitica, se ha abier-
to recientemente: se trata de la posibilidad de reparar el sitio
del gen mutado, como un tipo de cirugia estética. Esta posibi-
lidad, realmente revolucionaria, de poder cambiar la porcion
mutada de un gen por su contraparte sana, se basa en el hecho
de que las dobles hélices de ARN-ADN son mas estables que las de
ADN-ADN. En los casos en los que se conoce la secuencia muta-
da basta con introducir una secuencia muy corta de ARN-ADN
en las células donde la mutacion es deletérea, para corregir la
zona mutada. Esta técnica, también conocida como quimero-
plastia, tiene la gran ventaja de que no introduce ninguna se-
cuencia exdgena al genoma de las células tratadas. Hasta ahora
solamente se ha probado en animales pero ya ha dado resultados
espectaculares en distintos modelos de enfermedades humanas,
como la hemoglobina, donde fue posible corregir 30% de las cé-
lulas hepéticas, 0 en un modelo de Crigler-Najjar, una hiperbili-
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rrubinemia severa. Sin embargo, es necesario recalcar que esta ci-
rugia solo se aplica a casos de mutaciones puntuales, ya que no
funciona mas que para un nimero muy pequefio de pares de ba-
ses, y que en un gran namero de enfermedades cada paciente ne-
cesitaria su propia terapia.

El geneticista que desde hace mas de veinte afios clona ge-
nes e identifica las mutaciones responsables de las enfermeda-
des genéticas sin poder realizar su suefio de repararlas, no podria
esperar mejor recompensa a sus esfuerzos que la obtencion de
resultados equivalentes en humanos.

Un resultado promisorio

Frecuentemente se le reprocha a las estrategias de terapia géni-
ca el hecho de ser extremadamente caras y dificilmente gene-

ralizables. A pesar de ello, esta intensa actividad de investiga-
cion ha llevado a una aplicacion marginal del &ambito de la pre-
vencién mas que de la terapéutica, que podria revelarse como
extremadamente eficaz y poco costosa: la vacunacién. En efec-
to, ahi donde la terapia génica fracasa por causa de la eficacia
restringida de la transferencia de genes y por los limites tem-
porales de la expresion, la vacunacién por inyeccion de ADN
desnudo, que no requiere mas que una pequefia cantidad y
una expresion transitoria del antigeno, podria constituir una
via futura. La inyeccion intramuscular de AbN desnudo que
codifica para los antigenos ha permitido desencadenar unares-
puesta inmune de tipo celular y humoral. El uso extensivo de este
método para la vacunacién antiviral en paises en vias de desa-
rrollo seria suficiente para justificar todos los esfuerzos em-
prendidos hasta este momento. <
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