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0.- PROLOGO

Rapidos avances y numerosos éxitos han abierto nuevas puertas en
el campo de la medicina, permitiendo llegar hasta limites insospechados.
Mientras que los medicamentos producidos por ingenieria genética, como
por ejemplo la insulina, son muy comunes, las terapias génicas aun no han
tenido el éxito deseado. Pero es indiscutible que la ingenieria genética
supondra una revolucién en la medicina del siglo XXI. Nuevas estrategias
contra enfermedades actualmente incurables estan siendo objeto de una
investigacion intensiva.

La ingenieria genética es la tecnologia o mas concretamente la
biotecnologia de la manipulacion y transferencia de ADN de un organismo a
otro, que posibilita la creacion de nuevas especies, la correccion de defectos
genéticos y la fabricacién de numerosos compuestos.

En 1973 los investigadores Stanley Cohen y Herbert Boyer producen
el primer organismo recombinando partes de su ADN en lo que se considera
el comienzo de la ingenieria genética. En 1997 se clona el primer mamifero,
la Oveja Dolly.

Actualmente la Ingenieria Genética esta trabajando en la creacion de
técnicas que permitan solucionar problemas frecuentes de la humanidad
como, por ejemplo, la escasez de donantes para la urgencia de trasplantes.
En este campo se estan intentando realizar cerdos transgénicos que posean
organos compatibles con los del hombre.

El ADN es una base fundamental de informacidén que poseen todos
los organismos vivos, hasta el mas simple y pequefo. Esta informacién esta
a su vez dividida en determinada cantidad espacios llamado loci(plural) locus
(singular);que es donde se encuentra insertado los genes, que varian
dependiendo de la especie. A su vez, cada gen contiene la informacion
necesaria para que la célula sintetice una proteina, por lo que el genoma vy,
en consecuencia, el proteoma, van a ser los responsables de las
caracteristicas del individuo.

Los genes controlan todos los aspectos de la vida de cada organismo,
incluyendo metabolismo, forma, desarrollo y reproduccion. Por ejemplo, una
proteina X hara que en el individuo se manifieste el rasgo de "pelo oscuro”,
mientras que la proteina Y determinara el rasgo de "pelo claro”.

Vemos entonces que la carga genética de un determinado organismo
no puede ser idéntica a la de otro, aunque se trate de la misma especie. Sin
embargo, debe ser en rasgos generales similar para que la reproducciéon se
pueda concretar, ya que una de las propiedades mas importantes del ADN, y



por la cual se ha dicho que fue posible la evolucion, es la de dividirse y
fusionarse con el ADN de otro individuo de la misma especie para lograr
descendencia diversificada.

Otra particularidad de esta molécula es su universalidad. A raiz del
concepto de gen, surgen algunas incégnitas: ¢Son compatibles las cargas
genéticas de especies distintas? ¢ Puede el gen de una especie funcionar y
manifestarse en otra completamente distinta? ¢Se puede aislar y manipular
el ADN? La respuesta a todas estas preguntas se resume en dos palabras:
Ingenieria Genética.



1.- INTRODUCCION

La presente memoria tiene por objetivo cumplimentar el apartado
practico de la asignatura Bio-Informatica.

Hemos comenzado la memoria con un prologo, donde a modo
resumen, hemos recalcado algunos aspectos historicos y otros no tanto, que
conciernan a lo que expondremos a continuacion.

En la primera parte de la practica hablaremos de dos aspectos: el
cultivo de células y tejidos, y la ingenieria tisular. En esta parte tendremos
como objetivos: explicar el concepto de cultivo de tejidos y sus tipos
principales; describir los principales parametros de los que depende el cultivo
de tejidos; describir el procedimiento basico para subcultivar una linea
celular; explicar los procedimientos de obtencién de farmacos y de
anticuerpos monoclonales mediante cultivo in vitro y su utilidad; describir las
técnicas y principios en los que se basa la ingenieria de tejidos y la obtencion
de oOrganos artificiales; explicar algunos ejemplos de drganos artificiales de
uso actual en clinica; explicar la utilidad del transplante de células; definir el
concepto de material biocompatible y explicar sus principales aplicaciones,
citando algunos ejemplos; explicar el concepto de célula pluripotente, los
factores que controlan el proceso de diferenciacion celular y la utilidad clinica
de este tipo de células, indicando algunas estrategias empleadas para evitar
el rechazo inmunolégico.

En la segunda parte, hablaremos de terapias génicas donde
inentaremos definir el concepto de terapia génica y analizar los principios en
los que se basan sus distintas estrategias; describir las caracteristicas
fundamentales de los principales vectores utilizados en la terapia génica;
explicar el fundamento molecular de la terapia génica aplicada a
enfermedades hereditarias y los principales requisitos para que su abordaje
sea efectivo; describir las estrategias terapéuticas utilizadas en la terapia
génica de enfermedades neoplasicas e infecciosas.

En la dltima parte (tercera), concluiremos la memoria hablando de
la tecnologia recombinante del ADN donde por objetivos tendremos los
siguientes: explicar el concepto de clon, asi como los tipos de clonacion
molecular; explicar las caracteristicas generales de los distintos tipos de
vectores de clonacién que se usan para manipular genéticamente bacterias,
levaduras y células animales; describir los pasos generales para obtener
genotecas de ADNc y genoOmicas; explicar la utilidad de las genotecas;
explicar los métodos de introduccion de moléculas de ADN en células
procariotas y eucariotas; describir las manipulaciones genéticas que permiten
la expresidn de proteinas recombinantes en microorganismos y células
eucariotas, indicando los principales elementos que componen los vectores



de expresion utilizados; definir el concepto de farmaco recombinante e
indicar las ventajas que presentan estos compuestos en la terapia humana;
citar algunos ejemplos de farmacos recombinantes producidos en
organismos procariotas y eucariotas; definir el concepto de animal
transgénico, knock-out y clonico; describir las manipulaciones genéticas que
permiten la expresion de proteinas exdgenas en animales transgénicos y
clonicos, indicando las ventajas que ofrecen estos sistemas de expresion;
explicar las estrategias que han permitido el desarrollo de vacunas genéticas
y de anticuerpos modificados genéticamente y los beneficios que ofrecen
estas nuevas estrategias terapéuticas.

Finalmente, haremos unas conclusiones sobre el aporte de todo lo
anterior. Es necesario decir que la memoria ha sido fruto de un trabajo de
recopilacion de informacién y documentacion, de diversas fuentes. Todas
ellas se recopilan en la bibliografia.



2.- PARTE PRIMERA: CULTIVO DE CELULAS Y
TEJIDOS. INGENIERIA TISULAR

La ingenieria de tejidos es un campo de investigacion reciente con
una gran proyeccion en la medicina moderna. El desarrollo de tejidos, e
incluso 6rganos, que puedan sustituir a tejidos u érganos enfermos no es
ciencia ficcion, ya se ha comercializado un tipo de piel artificial sintetizada
por el hombre.

También recientemente se han aislado y cultivado por primera vez
células madre embrionarias pluripotentes humanas capaces de
diferenciarse en cualquier tipo celular, lo que abre una puerta al desarrollo de
tejidos y érganos humanos.

Aunque el desarrollo de la ingenieria de tejidos es un area muy
reciente con no mas de diez afios de vida, el inicio de las técnicas de cultivo
de células y tejidos, que constituyen la base de esta nueva tecnologia, data
de comienzos del siglo XX. Los primeros cultivos se realizaron con
fragmentos de tejidos que se mantenian vivos in vitro durante un corto
periodo de tiempo; posteriormente, en la década de los 50, se comenzo a
obtener cultivos de células aisladas a partir de tejidos disgregados por
métodos mecanicos 0 quimicos.

2.1.Fundamentos del cultivo de células: parame trosy
medios técnicos

El cultivo de células ha sido esencial para el estudio de multiples
aspectos del comportamiento celular fuera de las influencias y variaciones
sistémicas de los organismos animales. A parte del papel fundamental que el
cultivo de células y tejidos tiene en el avance del conocimiento de la biologia
celular y molecular, su dominio es fundamental en la biotecnologia médica
como se comentaba al inicio. El cultivo de células no s6lo promete grandes
resultados en la ingenieria de tejidos, sino que actualmente es un método
eficaz para la obtencion de productos con gran interés terapéutico, como los
anticuerpos monoclonales, las vacunas virales o ciertos farmacos
antitumorales como el taxol.

Las principales ventajas que ofrece el cultivo de tejidos son:

- El control del medio en el que se encuentran las células, tanto el
medio fisicoquimico (pH, temperatura, presion parcial de oxigeno...) como
fisiolégico (presencia de suero, hormonas, factores de crecimiento...).

- Caracterizacion y homogeneidad de las células. En los tejidos se
encuentran varios tipos celulares, estos se pueden aislar y cultivar
independientemente.



- Gran expansion del numero de células. Resulta util cuando se
trata de obtener algun producto con interés farmacolégico.

- Cuando se trata de analizar el efecto de diferentes sustancias en
un proceso celular, el cultivo permite una interaccién directa del producto y la
célula.

Existen también limitaciones y desventajas en esta técnica.

- Es necesario trabajar en unas condiciones que garanticen una
gran esterilidad para evitar la contaminacion con bacterias, hongos y
levaduras de crecimiento mucho mas rapido que las células. El manejo se
realiza en camaras de flujo laminar, dispositivos que garantizan un ambiente
estéril. De igual forma todos los elementos en contacto con las células o
tejidos deben ser estériles (recipientes,
medios de cultivo...).

- En algunos casos es dificil conseguir la cantidad minima de
material que permita el desarrollo de un cultivo.

- En ocasiones las células tienden a la desdiferenciacion y perdida
de su fenotipo caracteristico.

- Se pierde la estructura tridimensional de los tejidos y las
interacciones entre los distintos tipos de células, lo que puede modificar el
comportamineto de éstas.

Parametros y medios técnicos del cultivo de tejidos

Las células en cultivo requieren un ambiente adecuado que les
permita su mantenimiento y en algunos casos la proliferacion. Este ambiente
incluye:

-Un recipiente, en el que puedan crecer las células en un ambiente
estéril para evitar la contaminacion con microorganismos. En la mayoria de
los casos las células de tejidos soélidos necesitan adherirse para crecer, y lo
hacen en una monocapa; solo las células de origen hematopoyético y
algunas células tumorales crecen en suspension. Estos recipientes, estériles,
con forma de cajas o botellas planas, suelen estar formados por materiales
plasticos como poliestirenos que son transparentes y presentan buenas
cualidades Opticas para observar las células al microscopio. Los recipientes
MAs comunes son:

- placas de Petri (ventiladas). Disponibles en 3 tamafos : 3.5, 6.0y
10 cm de didmetro son las mas empleadas cuando se trata de crecer las
células para usar directamente en experimentos. No es recomendable, por
Su escasa estanqueidad, emplearlas para el mantenimiento de lineas.

- multiplacas . Es una variante de las placas de Petri. Placas de
varios pocillos, desde 6 a 96 pocillos.

- frascos de Roux (botellas ventiladas o no). Disponibles en



diferentes tamafios, son recomendables para el mantenimiento de las lineas
y la produccion de células, o bien para el crecimiento de células en
suspension.

Ademas del tipo de recipiente es importante considerar la eficacia
de plaqueo de cada uno de éstos.

La adhesion de las células se lleva a cabo a través de receptores de
superficie que reconocen ciertas moléculas de la matriz extracelular, esto
implica que la union de las células a los recipientes de cultivo debe ir
precedida por la secrecion de proteinas de la matriz extracelular y
proteoglicanos. Para favorecer la adhesion se puede afiadir a las placas o
botellas de cultivo proteinas tipicas de la matriz extracelular, que son
comerciales y que facilitan la adhesion, y por lo tanto la actividad normal de
las células en el cultivo.

El tapdn de la botella no se cierra herméticamente, para facilitar la

difusion de los gases.
e

B
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Botella para el cultivo de
células . Obsérvese el color
rojo del medio de cultivo,
debido al indicador de pH.

-Una fase gaseosa que aporta unos niveles de 02 adecuados que
varian dependiendo de los tejidos, aunque en general son préximos a la
proporcion que presenta el aire. Esta fase gaseosa también aporta C02
(habitualmente a una concentracion del 5%) que tiene un importante papel
en el mantenimiento del pH del medio.

-Un medio de cultivo que suministre los nutrientes y factores
basicos que permiten el mantenimiento y/o crecimiento de las células, y que
imita al medio que rodea a las células en el organismo. Este medio contiene:

-Sales inorganicas que proporcionan Na+, K+, Mg2+, Ca2+, Cl-,
S04 2-, P04 3- y CO3H que garantizan una osmolaridad adecuada y son
esenciales para el mantenimiento de los potenciales de membrana. El
mantenimiento constante del pH del medio de cultivo en un valor fisilégico
(7,4), es fundamenteal para asegurar la supervivencia de las células. El
sistema tampon que se emplea es el acido carbénico/bicarbonato, el principal
tampoén fisiolégico extracelular. EI CO2 de la atmdsfera del incubador se
disuelve en el medio acuoso del cultivo, combindndose con el agua para
formar acido carbonico, el cual forma un equilibrio quimico con el bicarbonato



sodico del medio. Ademas, el medio de cultivo contiene un indicador de pH
gue cambia de color cuando el pH se aleja del valor fisiolégico. La presencia
de este indicador hace que el medio de cultivo tenga color rojo.
- Glucosa como sustrato energético.
- Aminoacidos que incluyen sobre todos los esenciales aunque los
medios suelen contener todos.
- Vitaminas .
- Suplementos organicos que incluyen nucleésidos, peptidos,
lipidos y otros componentes.
- Hormonas o factores de crecimiento , esenciales para el
crecimiento y actividad celular.

Un gran nimero de células necesita una cierta proporcion de suero
fetal o neonatal en el medio de cultivo. Este suero normalmente se obtiene
de vacas o caballos. El suero tiene una gran cantidad de componentes
esenciales para el crecimiento y la viabilidad celular:

- Factores de adhesién como fibronectina.

- Péptidos que regulan el crecimiento y la diferenciacion celular
(insulina, factor de crecimiento de las plaquetas...).

- Nutrientes esenciales como minerales, vitaminas, acidos grasos,
intermediarios metabdlicos...

- Hormonas , como insulina, hormonas tiroideas y esteroideas,
estrégenos...

- Inhibidores de proteasas, y proteinas de transporte , Como
albumina.

Conforme se van diseccionando los diferentes componentes del
suero se tiende a afadir en los cultivos Unicamente los elementos basicos
necesarios para poder controlar mejor la composicion del medio y la
reproducibilidad de éste.

-Una temperatura y humedad constante. Las células se
mantienen a una temperatura similar a la temperatura del organismo de
origen, en general 36,5-37°C. Los cultivos celulares se mantienen en
incubadores que garantizan la temperatura adecuada y un cierto grado de
humedad. Estos incubadores contienen también una fase gaseosa adecuada
como se describié anteriormente. Ademas, la atmosfera en el interior del
incubador esta saturada de vapor de agua, lo que contribuye a minimizar la
evaporacion del medio de cultivo.

Ello se consigue poniendo una bandeja con agua destilada estéril
en el incubador.



Incubadores para el cultivo de células  in vitro . Obsérvese en la imagen de la izquierda
la conexion a dos balas de COz2, necesarias para mantener una atmosfera con un 5% de
este gas, esencial para el mantenimiento del pH del medio de cultivo. La imagen de la
derecha muestra uno de los incubadores abierto.

-Esterilidad. Todos los componentes del cultivo han de estar estériles. Para
mantener la esterilidad se trabaja en un ambiente carentes de gérmenes,
particulas en suspension, etc., proporcionado por las campanas de flujo
laminar. Como su nombre indica, estos aparatos crean un flujo laminar de
aire estéril que impide la contaminacion del cultivo por microorganismos. Se
suele ademas trabajar en la proximidad de la llama de un mechero, y se

utilizan guantes y mascarillas para evitar contaminaciones.
Campana de flujo laminar para el cultivo de células . El aire es

esterilizado mediante un filtro que retiene los microorganismos y es
impulsado desde la parte posterior a la anterior creando un flujo laminar.



-Microscopio invertido.  Para la visualizacién directa de las células en
cultivo se emplean microscopios invertidos. Estos aparatos tienen una
elevada profundidad de campo y ademas poseen el objetivo situado por
debajo de la muestra, lo que permite observar las células cuando se
condensa vapor de agua en la parte superior de la botella de cultivo, algo
habitual cuando ésta se coloca a temperatura ambiente.

Microscopio invertido . Obsérvese la localizacién
de los objetivos por debajo de la muestra.

2.2.Tipos de cultivos

En general se pueden realizar tres tipos de cultivos de tejidos:

I. Cultivos de oOrganos . Se mantiene la arquitectura original del
tejido en un medio liquido, o semisodlido, que favorece el mantenimiento de la
diferenciacion celular.

lI. Cultivos de explantes primarios . Constituidos por pequeios
fragmentos de tejidos, a partir de los cuales pueden migrar las células de los
extremos por proliferacion.

[ll. Cultivos de células (ver siguiente figura) . Formados por
células libres obtenidas mediante dispersion mecénica o quimica (por accion
de enzimas como las colagenasas que degradan la matriz extracelular que
mantiene unidas las células en el tejido) de los tejidos. Los cultivos de estas
células reciben el nombre de cultivos primarios . En general, estos cultivos
tienen una duracion limitada ya que las células se dividen un namero
determinado de veces y ademas van desdiferenciandose con el tiempo. Ello
se debe a que las células somaticas adultas no expresan la enzima
telomerasa, por lo que después de cada division celular se acorta la longitud
de los telomeros. Superado un numero determinado de divisiones puede
comenzar a perderse regiones codificantes, lo que determina la inviabilidad
de la célula.

El nimero de tipos celulares diferentes que pueden ser actualmente
cultivado es muy elevado, e incluye células de los tejidos conectivos, como



fibroblastos, células del tejido 6seo o cartilaginoso, musculo esquelético,
cardiaco o liso, células de origen epitelial (higado, pulmén, riiidén, piel),
células neuronales (glia y neuronas), células del sistema endocrino
(adrenales, pituitaria, pancreaticas) y un gran numero de células tumorales.

Una linea celular esté constituida por una poblacion de células que
deriva de una misma célula, por lo tanto todas ellas son idénticas, tienen
caracter clonal. Ademas tienen una capacidad de proliferacion continua
debido a que se ha producido una “transformacion” de su fenotipo original,
por lo que en ocasiones el comportamiento biolégico se aparta del
caracteristico de las células originales de partida. Estas células son muy
Gtiles en investigacion porque ofrecen un sistema de trabajo homogéneo y
continuo.

La proliferacion continua de las células en los recipientes de cultivo
produce una ocupacion total de la superficie de cultivo, lo que obliga con el
paso del tiempo a realizar un subcultivo o pase. Para ello, si las células
crecen adheridas a la superficie, se desprenden mediante tratamiento con
enzimas (tripsina por ejemplo), se recogen las células desprendidas, se
diluyen, y una pequefia cantidad de las mismas se vuelven a poner en medio
adecuado para que sigan creciendo. Hablamos entonces de lineas celulares
que se pueden mantener en cultivo durante periodos muy largos, y estan
constituidas por células transformadas que han sufrido algun cambio en su
fenotipo que aumenta su capacidad de proliferacion. Las células tumorales
entran dentro de esta categoria.

Evolucion de un cultivo de células de tipo fibrobla stico a lo
largo del tiempo . Este es un ejemplo tipico de células de crecimiento rapido.
La proliferacion de las células adheridas a un recipiente de cultivo aumenta la
densidad de éstas, que terminan por tapizar toda la placa formando una
monocapa. Para que las células puedan seguir creciendo es necesario
despegarlas de los recipientes, diluirlas con mas medio de cultivo y
sembrarlas de nuevo con menor densidad. Este proceso se denomina
subcultivo o pase celular




2.3. Aplicaciones del cultivo celular

El cultivo de células y tejidos ha dejado de ser una técnica
exclusivamente experimental y de aplicacion tan solo en investigacion, para
convertirse en la base de la produccion de determinados agentes
terapéuticos como proteinas humanas, células y tejidos para el transplante
(piel por ejemplo). Es posible que en un futuro no muy lejano se pueda
incluso obtener 6rganos in vitro. Veremos algunas de estas aplicaciones.

2.3.1. Obtencion de farmacos mediante cultivo in vitro.

Una de las grandes ventajas de los cultivos celulares es la
posibilidad de seleccionar un tipo celular y amplificarlo estimulando su
proliferacion. Esta amplificacion de células es de gran utilidad en el caso de
gue estas células sinteticen algun producto de interés farmacologico, ya que
se pueden hacer cultivos a gran escala en bioreactores y aumentar
fuertemente los rendimientos. Las células vegetales también pueden ser
cultivadas. Aunque el estudio del cultivo de células vegetales excede los
objetivos de esta asignatura, veremos unejemplo de su empleo con fines
terapéuticos. Se ha desarrollado el cultivo de células de la corteza del tejo
canadiense para la produccién del taxol , un importante farmaco antitumoral
con una estructura quimica tan compleja que no permite su obtencion directa
por sintesis quimica. Este compuesto se aislaba y purificaba anteriormente
de la corteza del tejo, lo que llevé a la tala masiva del arbol; sin embargo,
una vez obtenidas las condiciones de cultivo de estas células vegetales, se
asegura una produccion homogénea y continua del compuesto.

2.3.2. Obtencion de anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos son agentes terapéuticos naturales producidos por
linfocitos B, capaces de reconocer especificamente sustancias extrafias que
llegan a nuestro organismo. La union de un anticuerpo puede bastar para
neutralizar algunas toxinas y virus, pero lo mas comun es que el anticuerpo
dispare el sistema del complemento y la inactivaciéon mediada por células. La
entrada de una sustancia extrafia en el organismo origina la formacion de
una gran cantidad de anticuerpos por los linfocitos B que reconocen
diferentes determinantes antigénicos de esa sustancia. En cada precursor de
linfocito B tiene lugar una reordenacion de componentes de los genes de
anticuerpos especifica de cada célula individual que va a originar un unico
anticuerpo. Como resultado se tiene que frente a una sustancia exégena
cualquiera, cada individuo posee una poblacion de linfocitos B que
colectivamente asegura un gran repertorio de anticuerpos diferentes contra
distintas zonas el antigeno foraneo. A estos anticuerpos se les denomina
anticuerpos policlonales.  Estos anticuerpos son obtenidos a partir de los
antisueros. Estos son Utiles para numerosas aplicaciones biolégicas, pero



presentan ciertas desventajas debidas a la heterogeneidad de los
anticuerpos que contienen. Cada antisuero va a ser diferente de los demas,
incluso si se genera en un animal genéticamente idéntico y utilizando la
misma preparacion de antigeno. Por otro lado, el antisuero sélo puede
producirse en cantidades limitadas, lo cual hace que sea imposible utilizar el
mismo lote de reactivo en una serie larga o0 extensa de experimentos o
analisis clinicos. Para superar dichos problemas y dominar mejor las
aplicaciones de los anticuerpos, fue necesario desarrollar una estrategia de
produccion de moléculas de anticuerpo en cantidades ilimitadas, que ademas
presentaran estructura homogénea y la especificidad deseada. Ello se ha
logrado mediante la produccién de anticuerpos monoclonales, bien a partir
de células hibridas de células secretoras de anticuerpos o bien, por
ingenieria genética.El cultivo celular ha permitido desarrollar anticuerpos
terapéuticos producidos artificialmente, que son monoespecificos o0
monoclonales (es decir, que reconocen un unico tipo de lugar antigénico), y
pueden aplicarse especificamente al reconocimiento de ciertos antigenos
asociados a enfermedades. El método habitual de produccion de anticuerpos
monoclonales data de 1976 y consiste en propagar en cultivo un clon de
células a partir de un unico linfocito B secretor de un Unico anticuerpo que
reconoce un determinante antigénico especifico. El problema practico es que
los linfocitos B tienen una vida muy limitada en cultivo. Para solucionar esta
limitacion, se fusionaron linfocitos B individuales de un ratdon previamente
inmunizado y células inmortales derivadas de un tumor de linfocitos B de
raton (células de mieloma) (ver la Fig. 2). Del resultado de la fusion, se
obtiene una mezcla heterogénea de células hibridas, de esta mezcla se
seleccionan las que son capaces de producir un anticuerpo en particular al
tiempo que mantienen la propiedad de ser inmortales en cultivo. Estos
hibridomas se propagan como clones individuales, cada uno de los cuales
puede proporcionar una fuente permanente y estable de un Unico tipo de
anticuerpo monoclonal que reconocera un Uunico tipo de determinante
antigénico.

Figura 2. Esquema de la preparacion de hibridomasgra la obtencién
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Recientemente se ha descubierto una técnica alternativa para la
produccion de moléculas analogas a los anticuerpos. Los segmentos génicos
gue codifican los dominios variables (V) responsables de la unién al antigeno
se fusionan con los genes que codifican una proteina de la cubierta de un
bacteridfago. Los bacteriéfagos que contienen dichos genes se emplean para
infectar bacterias, y los fagos que crecen presentan cubiertas que expresan
la proteina de fusién analoga a los anticuerpos, con los dominios de union a
antigeno en su superficie. Un conjunto de fagos recombinantes, cada uno de
los cuales presenta un dominio de union a antigeno en su superficie se
denomina genoteca de expresion de fagos . Podemos aislar fagos que
expresen dominios especificos frente a un antigeno concreto de interés. Los



fagos que se recuperan se pueden emplear para infectar bacterias de nuevo,
y asi establecer clones. Cada fago producido producira una particula
monoclonal con capacidad de unidn especifica a antigeno de forma analoga
a un anticuerpo monoclonal (ver figura 3). Los genes que codifican el sitio de
unién, pueden recuperarse del ADN del fago (mediante digestion con
enzimas de restriccibn) y emplearse en la construccion de genes que
codifiqguen la molécula completa de anticuerpo, empalmandolos con las
partes de los genes de inmunoglobulina que codifican las regiones
constantes. Dichos genes generados se reintroducen en una célula huésped
adecuada (mielomas no productores de anticuerpos) para producir los
anticuerpos monoclonales semejantes a los producidos por hibridomas.

La clonacion de una poblacion aleatoria
de regiones variables genera
una genoteca de bacteriofagos
con mezcla heterogénea

Aislar una poblacion de genes
que codifican las regiones V
de los anticuerpos

Construir proteinas de fusion
entre la region V y una proteina
de |a cubierta del bacteriofago

Seleccionar fagos con las regiones V
deseadas por su union especifica
a antigeno
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Fig. 2-12. Produccién de anticuerpos por ingenieria genética. Se
emplean oligonucledtidos cortos complementarios de secuencias con-
senso de los genes de las regiones variables (V) de las cadenas pesa-
das (Vi) y ligeras (V| ) de inmunoglobulina a fin de generar mediante re-
accion en cadena de polimerasa una genoteca de ADN de las regiones
V de las cadenas pesada y ligera (v. fig. 2-30), empleando ADN de
bazo como material de partida. Dichos genes de la region V de las ca-
denas pesada y ligera se clonan aleatoriamente en un bacteriéfago fila-
mentoso, de manera que cada fago exprese sdlo una cadena pesada y
ofra ligera como una proteina de superficie con propiedades analogas
a las de un anticuerpo. La genoteca de expresién de fagos se mulﬁpl;-

ca en bacterias, y los fagos se unen entonces a una superficie recubler-
ta de antigeno. Los fagos no unidos se lavan, y los unidos se recobran
para multiplicarlos en bacterias y repetir de nuevo el ciclo pegandolos a
antigeno. Tras unos pocos ciclos, sélo quedaran fagos especificos de
antigeno, que se unen a éste con afinidad elevada. Dichos fagos pue-
den emplearse como analegos de anticuerpos o bien recobrar sus ge-
nes V para producir anticuerpos recombinantes mediante ingenieria
genética con genes de anticuerpos (no se muestra en la ilustracion).
Esta tecnologia podria reemplazar la tecnologia de produccion de anti-
cuerpos monoclonales, ya que presenta la ventaja de que los seres hu-
manos pueden ser fuente de ADN.

2.4. Ingenieria tisular: Organos artificiales

La meta de la ingenieria de tejidos es la de poder fabricar érganos
gue sirvan de recambio en el organismo y eviten el rechazo. La obtencion de
los grandes 6rganos solidos del organismo, como el higado, rifidn o corazon
todavia esta lejana, aunque es el objetivo a desarrollar por varios laboratorios
de ingenieria de tejidos. Sin embargo, actualmente ya hay tejidos artificiales
sometidos a ensayos clinicos, como el cartilago sintético (Fig. 3), o que
incluso se estan utilizando en clinica como los diferentes tipos de piel
sintética (TransCyte y Apligraf) obtenidos por diversos laboratorios y que se
utilizan en el tratamiento de quemaduras extensas o Ulceras de dificil
cicatrizacion.

2.4.1. Tejidos sintéticos obtenidos en el laborator 0

A la izquierda se muestra una estructura formada por cartilago que
imita la forma de una oreja. A la derecha se muestra una pelicula de piel



artificial similar a la que ya se esta utilizando en clinica.

Existen dos grandes estrategias para obtener 6rganos in vitro. Una
de ellas consiste en hacer proliferar las células adecuadas sobre una matriz
o armazoén polimérico, cuya funcion es ayudar a conseguir la estructura
tridimensional adecuada. Este procedimiento exige:

1. La multiplicacion de las células caracteristicas del tejido en
cultivo. El conocimiento de la biologia de estas células y sobre todo de las
seflales que inducen su multiplicacion (factores de crecimiento) es
fundamental.

2. Desarrollo, en muchos casos, de matrices de polimeros sintéticos
biodegradables que proporcionan un andamio para el crecimiento de las
células y la formacion del tejido. Estas matrices pueden ser reabsorbidas con
el tiempo como ocurre con las suturas internas.

3. El desarrollo de vasos sanguineos que proporcionen nutrientes y
permitan el intercambio gaseoso en el caso de que el espesor del tejido sea
superior a 1mm.

En general, las matrices biodegradables y porosas, con una
estructura adecuada al tejido, se siembran con las diferentes células que
componen ese tejido.

Otra estrategia consistiria en conseguir in vitro o in vivo que las
células se diferencien directamente en el organo o tejido deseado, lo que
resulta dificil con los conocimientos actuales. Veremos a continuacion
algunas de las caracteristicas de las células y matrices poliméricas
empleadas en la primera estrategia.

Las células

La situacion ideal es que los tejidos y érganos artificiales pudieran
ser transplantados sin ningun rechazo. Esto sélo es posible si se utilizan
células del propio individuo o compatibles con él. La obtencién, cultivo y
expansion de algunos tipos celulares como los fibroblastos es relativamente
sencillo, pero este caso no es una generalidad. Sin embargo, en estos
altimos afos se ha obtenido un logro que puede tener un papel decisivo en la



creacion de tejidos vivos artificiales: se han podido aislar y cultivar células
madre embrionarias humanas, también denominadas células
pluripotentes embrionarias . Estudiaremos mas adelante las caracteristicas
de estas células, asi como otras aplicaciones.

También es necesario desarrollar mecanismos avanzados para
crecer células a gran escala en bioreactores que contengan sensores que
permitan la adecuacion de la cantidad de nutrientes, la presion de oxigeno, y
demas requerimientos del cultivo. Otro aspecto importante es el de potenciar
las cualidades mecanicas de los tejidos en crecimiento ya que muchos se
adaptan a tensiones, compresiones y estiramientos. Por ejemplo el cartilago
artificial aumenta de tamafio y contiene mas cantidad de colageno si se
cultiva en recipientes rotatorios que exponen al tejido en desarrollo a
variaciones en las fuerzas de fluido.

La matriz polimérica o andamio

Las matrices que sirven de molde para el desarrollo de los tejidos
estan formadas bien con materiales sintéticos biodegradables, o bien de
compuestos naturales como el colageno. Los materiales sintéticos ofrecen la
ventaja de poder ser manipulados para controlar su resistencia, velocidad de
degradacion y microestructura cuando se generan. Sin embargo, las células
se adhieren mejor a los compuestos naturales. Se busca ahora unir las
mejores cualidades de ambos para desarrollar nuevas generaciones de
materiales con propiedades especificas.

En la parte superior de la siguiente figura se muestra la estructura
microscopica de una matriz polimérica artificial. Debajo a la izquierda se
muestra una imagen macroscopica de la matriz que recuerda la forma de una
nariz. A la derecha se muestra la misma matriz después de ser sembrada por
condriocitos que han ido suplantado el polimero por cartilago.




Un problema importante en el desarrollo de cualquier tejido viene
determinado por el tamafio que limita el acceso de nutrientes y oxigeno a las
células del interior. Esto implica otra condicibn necesaria que es la
vascularizacion de las estructuras sintetizadas. Para lograr el desarrollo de
vasos sanguineos en estas estructuras, se estan utilizando
fundamentalmente los dos abordajes experimentales que se muestran en la
siguiente figura. Bien se enriquecen las matrices poliméricas con sustancias
qgue promueven la infiltracién de vasos sanguineos a partir de tejidos vecinos
(paneles a, b y c), o bien se siembran las matrices con células endoteliales y
factores de crecimiento adecuados que estimulan su crecimiento y la

formacion de nuevos vasos (paneles d, e y f).

Esquema de los dos métodos utilizados para garardizla vascularizacion de
tejidos u organos artificiales.
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Algunos ejemplos de tejidos y 6rganos biosintéticos

Piel

La piel artificial se desarrolla sobre una matriz de colageno en la
que se infiltran fibroblastos, creando asi una estructura que imita la dermis;
sobre este sustrato se depositan queratinocitos que crecen hasta tapizar
totalmente el sustrato, creandose una estructura parecida a la de la piel.
Como fuente para obtener tanto fibroblastos como queratinocitos se utilizaron
prepucios procedentes de la circuncision de recién nacidos. En la figura se
muestra una imagen macroscopica y microscopica de esta piel biosintética
gue ya es comercial. Se han desarrollado otros tipos de piel artificial que
contienen unicamente el estrato dérmico. La piel artificial ejerce sus efectos
terapéuticos a través de la cobertura de las heridas, con lo que impide la
infeccion y evita la deshidratacion si la superficie afectada es muy extensa,
como en el caso de algunas quemaduras. Ademas, las células que forman
parte de ella segregan factores de crecimiento y otro tipo de sefales que
estimulan la cicatrizacion por parte del paciente.

Imagen macroscopica y microscopica de un tipo deediartificial (Apligraft,
desarrollada por la compafiia americana Organog@nEsta piel contiene dos estratos
celulares difereciados que imitan a la dermisgpliaermis de la piel natural.



Tejidos en tres dimensiones

El desarrollo de tejidos en tres dimensiones se encuentra en fase de
experimentacion animal. Se han construido artificialmente vejigas de orina,
vasos sanguineos y valvulas cardiacas. El proceso es similar al descrito:
desarrollo de la matriz polimérica que sirve de sostén y guia a las células, y
siembra controlada con los diferentes tipos celulares presentes en el érgano
o tejido.

Valvula cardiaca bioartificial de plastico biodegra dable

En la imagen se muestra cOmo se siembra la matriz polimérica con
células de endotelio vascular. Tras la implantacibn en animales de
experimentacion se espera la degradacion paulatina de la matriz sintética
gue sera suplantada por proteinas naturales.

2.5. Células pluripotentes

Definicién y localizacién de las células pluripotetes

Las células pluripotentes pueden ser definidas como células con
una capacidad ilimitada para autorenovarse (dividirse) y para diferenciarse
en distintos tipos celulares. La investigacion sobre este tipo de células ha
despertado el interés de la comunidad cientifica y de las empresas
biotecnoldgicas especialmente desde 1999, afio en el se comprobd que




pueden ser cultivadas a partir de fetos humanos procedentes de abortos o
embriones inviables después de fecundaciones in vitro. Ademas,
recientemente se ha demostrado que los organismos adultos también tienen
células multipotentes con capacidad para formar distintos tipos celulares. El
uso de embriones suscita intensos debates éticos, sin embargo, la utilizacion
de células adultas plantea menos problemas de este tipo. La investigacion
sobre células pluripotenciales sienta las bases para la obtencion de tejidos e
incluso 6rganos que podrian ser utilizados para tratar muchas patologias
humanas. Estamos asistiendo al nacimiento de un campo que dara sus frutos
en cuanto a la aplicacion clinica en los proximos afos.

La obtencion de células pluripotentes humanas permitira tratar
enfermedades degenerativas como el Parkinson, Alzheimer, distrofias
musculares, lesiones medulares, diabetes, etc. A mas largo plazo la
obtencion de érganos completos a partir de este tipo de células podria hacer
posible el transplante de érganos perfectamente compatibles con el receptor.
Para hacer posible estas aplicaciones, antes es necesario conocer los
mecanismos que controlan la diferenciacion celular, para intentar
reproducirlos y manipularlos in vitro. El proceso de diferenciacion celular es
tremendamente complejo, ya que en él intervienen una gran cantidad de
factores. La identificacién y analisis de los principales factores que gobiernan
el proceso de diferenciacion es uno de los objetivos de los cientificos que
trabajan en este campo.

La diferenciacion celular es un proceso de programa  cion genética

El proceso de diferenciacion implica la regulacion de la expresion de
una gran cantidad de genes. Por tanto, no es mas que un complicado
mecanismo de regulacién de la expresion génica en el que intervienen una
gran cantidad de factores, como ha quedado de manifiesto anteriormente.

La diferenciacion en los tejidos humanos suele producirse por
divisiones asimétricas de las células madre pluripotentes. En cada division
celular de una célula madre, una de las células hijas continda en su estado
de indiferenciacion, mientras que la otra queda comprometida en el proceso
de diferenciacion. Esta asimetria sucede en toda una poblacién celular. La
diferenciacion es regulada por factores celulares internos y externos.

Controles intrinsecos del destino celular

Las divisiones celulares asimétricas implican que las dos células
hijas pueden adquirir diferentes potencialidades de desarrollo debido a:
I) segregacion (distribucion) desigual de moléculas determinantes del destino
celular entre las células hijas (especialmente proteinas del citoesqueleto) v ii)
diferencias en los microambientes de cada una de ellas.

Los factores de transcripcion juegan un papel fundamental en el
proceso de diferenciacién. Se han identificado algunas de estas moléculas
implicadas en la hematopoyesis (por ejemplo el factor denominado SCL/Tal-
1) y en diferenciacion de células epidérmicas y del epitelio intestinal del raton




(familia de factores de transcripcion Tcf/Lef).

El nimero de divisiones celulares que puede experimentar una
célula una vez que ha abandonado su localizacién original est4 determinado
por varios mecanismos, entre los que se pueden destacar: i) la longitud de
los telomeros, dependiente de la expresion de telomerasa; ii) control de la
concentracion de moléculas promotoras o inhibidoras del ciclo celular.

Controles externos: el nicho de las células pluripo tentes

El nicho que ocupan las células pluripotenciales esta formado por
el conjunto de sefales externas que forman el microambiente donde se
localizan éstas. Entre los elementos que forman el nicho tenemos:

a) Factores secretados.

b) Proteinas integrales de membrana, mediadoras de interacciones

celulares.

c) Matriz extracelular e integrinas.

Entre los factores secretados se encuentran dos familias de
moléculas, los factores de crecimiento de fibroblastos (TGFs-beta) y los
Whnts. Estas moléculas estan muy conservadas estructural- y funcionalmente
en distintas especies. Wins es un activador de la transcripcion por medio de
una ruta compleja en la que interviene la b-catenina. Otro de estos factores
secretados es PEDF (factor derivado del epitelio pigmentado de la retina),
recientemente descrito como factor de nicho que incrementa la auto-
renovacion de las células madre neuronales de individuos adultos (Ramirez
et al. Nature Neuroscience, 2006).

Entre las proteinas integrales de membrana que intervienen en la
diferenciacion celular se encuentra el receptor Notch y su ligando Delta.

La adhesion a la matriz extracelular esta mediada por varias clases
de receptores, entre los que se encuentran las integrinas. Para el
mantenimiento de células pluripotentes de la epidermis se necesita la
expresion de niveles elevados de integrinas beta-1. Por otra parte, estas
integrinas controlan la diferenciacién de queratinocitos y otros tipos celulares
a través de la ruta de la MAP quinasa. Las integrinas mantienen a las células
en el lugar adecuado dentro de un tejido. Si se altera la expresion de las
integrinas, las células pueden quedar libres para abandonar el nicho y
comenzar un proceso de diferenciacion o apoptosis. Por otra parte, la matriz
extracelular puede secuestrar y modular la concentracion local de factores
segregados en el nicho de las células pluripotentes.

Plasticidad de las células madre transplantadas

Se han obtenido datos experimentales que indican que
determinadas células multipotentes obtenidas de tejidos adultos son capaces
de diferenciarse en distintos tipos celulares después de ser transplantadas.
Existen casos donde esto sucede dependiendo de que el origen embrionario
de los tejidos donante y receptor esté relacionado. Sin embargo, se han
descrito casos en los que no es necesaria la existencia de esta relacion,




como por ejemplo el de células “nerviosas” multipotentes capaces de
producir células sanguineas. Estos hallazgos permiten ser optimistas en
cuanto a las posibles aplicaciones clinicas de este tipo de células madre
adultas.

Localizacion

Se encuentran tanto en tejidos embrionarios como adultos. Las
células pluripotentes embrionarias derivan de la masa celular interna del
blastocisto y son capaces de diferenciarse en cualquier tipo celular adulto.
Las células multipotentes adultas son capaces de diferenciarse en un
namero mas restringido de tipos celulares. Las células multipotentes adultas
tradicionalmente se han estudiado en tejidos como la sangre, la epidermis y
las células germinales, aunque también estan presentes en otros tejidos con
escasa capacidad de regeneracion como el higado y el cerebro. Su funcién
en estos tejidos consiste en reemplazar las células perdidas como
consecuencia de lesiones o del proceso normal de senescencia. Las células
de los tejidos adultos se originan a partir de las embrionarias por un proceso
de diferenciacion. Experimentalmente, la localizacion precisa de estas
células en los tejidos se realiza mediante la identificacion de marcadores
moleculares, ya que morfolégicamente suelen ser indistinguibles de las
células diferenciadas. Otras fuentes de células embrionarias son los
carcinomas embrionarios y células derivadas de las tres capas germinales
del embrion.

Las células embrionarias humanas se pueden mantener in vitro en
su estado indiferenciado de manera relativamente sencilla, cultivandolas
sobre una capa de fibroblastos murinos irradiados, en un medio que contiene
suero fetal bovino. Los fibroblastos murinos se irradian para inactivar su
capacidad de dividirse y evitar que interfieran con el crecimiento de las otras
células. Ademas proporcionan factores esenciales para el mantenimiento de
las células pluripotentes. Las células embrionarias en cultivo mantienen
durante mucho tiempo su actividad telomerasa y una gran estabilidad
cromosomica, por lo que son capaces de dividirse prolongadamente in vitro,
a diferencia de lo que sucede con otros tipos celulares, facilitando su manejo,
y el estudio de su diferenciacion. Cultivadas en condiciones adecuadas son
capaces de diferenciarse en distintos tipos celulares, entre los que estan las
células hematopoyéticas.

Por otra parte, cuando se cultivan en suspension, originan
agregados multicelulares compactos denominados cuerpos embrioides
donde coexisten ceélulas diferenciadas e indiferenciadas, evolucionando
eventualmente desde esa estructura parecida a una moérula, hacia la
formacion de cavidades entre los 7 y 14 dias de desarrollo. La diferenciaciéon
in vitro es bastante desorganizada y varia de unos embrioides a otros,
indicando que el proceso estd gobernado por una serie de factores
desconocidos y que por tanto varian de unos experimentos a otros.
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Esquema que muestra el procedimiento seguido parae |
aislamiento y diferenciacion de células madre embri onarias
pluripotentes hacia diferentes tipos celulares.

Los datos expuestos anteriormente ponen de manifiesto las
enormes dificultades que existen en la actualidad para conseguir la
diferenciacion de las células pluripotentes hasta formar tejidos u érganos, ya
gue los factores que determinan el proceso no son conocidos y por tanto no
pueden ser reproducidos in vitro. Por ello se ha recurrido a la diferenciacion
de células pluripotentes in vivo. De esta forma se logra exponer a las células
a un ambiente en el que los factores que intervienen en su diferenciacion
pueden estar presentes. Asi por ejemplo, la inyeccibn de células
embrionarias humanas en ratones inmunodeficientes (para evitar el rechazo)
forman teratomas (tumores benignos de origen embrionario) en los que es
posible identificar musculo liso, muasculo estriado, hueso, cartilago,
glomérulos fetales, epitelio respiratorio, pelo, ganglios, epitelio nerual, etc.
Por tanto, una estrategia para conseguir 6érganos destinados al transplante
puede ser el implante de células embrionarias en determinados Organos



animales o humanos.

La siguiente figura muestra un teratoma ovarico benigno, donde
puede observarse como las células embrionarias se han diferenciado en
tejido sebaceo, pelos y sangre. El transplante de células embrionarias
humanas en animales puede reproducir esta situacion y bajo condiciones
adecuadas permitiria obtener el 6rgano o tejido requerido para el transplante.

2.6. Transplante de células

El objetivo de la terapia celular es reparar, reemplazar o potenciar la
funcién biologica de tejidos u o6rganos dafiados. Para ello se puede
transplantar células, aisladas y bien caracterizadas, en namero suficiente en
un érgano o tejido diana, en unas condiciones tales que puedan sobrevivir el
tiempo necesario para restaurar la funcion alterada.

Las células implantadas pueden liberar factores solubles tales como
péptidos, proteinas, hormonas, neurotransmisores, etc., necesarios para
corregir la alteracion que se desea tratar.

Las células que pueden ser mejor utilizadas con este fin son
aguellas facilmente accesibles y que ademas pueden ser multiplicadas in
vitro, tales como los fibroblastos, células musculares y células
hematopoyéticas. Estas células pueden ser manipuladas genéticamente y
reimplantadas en el propio donante, evitando de esta manera el problema de
rechazo. Esta es préactica habitual en algunas estrategias de terapia génica,
como ya se ha estudiado.

La siguiente tabla muestra algunas enfermedades potencialmente
tratables mediante transplante de células.



Enfermedad

Tipo celular transplantado

Diabetes

Islotes de Langerhans

Insuficiencia hepatica

Hepatocitos

Dolor cronico

Células adrenales cromatfines

Entermedad de Parkinson

Células nerviosas fetales

Enfermedad de Huntington

Células productoras de factores troficos

Enfermedad de Alzheimer

Células productoras de factores troficos

Esclerosis lateral amiotrofica

(Células productoras de factores troficos

SIDA

Células de la médula osea

Hipocalcemia

Células paratiroideas

Hipercolesterolemia

Hepatocitos

Hemofilia Células productoras de factores de coagulacion

Lesion de la médula espinal Células nerviosas fetales

Anemia Células productoras de eritropoyetina

Células  productoras de  hormona de
crecimiento

Los pacientes que sufren diabetes tipo | tienen una disminucién de
células productoras de insulina en los islotes pancreaticos de Langerhans. El
transplante de estas células podria evitar la inyeccion de insulina,
proporcionando un mejor control de la concentracion sanguinea de glucosa y
eliminando los efectos devastadores a largo plazo del control inadecuado de
la glucemia. El empleo de células heterdlogas para el transplante tiene como
principal inconveniente el rechazo. Para evitar este problema se han
desarrollado dispositivos que aislan a las células transplantadas del sistema
inmune del receptor. Este método es conocido como inmuno-aislamiento.
Las células transplantadas son confinadas en el interior de una membrana
que permite el intercambio de nutrientes, gases, insulina y moléculas
pequefas, mientras que moléculas grandes como los anticuerpos no pueden
atravesarla, impidiendo las reacciones inmunitarias. Esta estrategia se puede
aplicar, ademas de a la diabetes, a otras enfermedades como la insuficiencia
hepatica, y el Parkinson. Se han disefiado varios dispositivos para practicar
el inmuno-aislamiento. Entre ellos estan los que se conectan directamente al
torrente sanguineo y otros en forma de varillas o capsulas que se implantan

en la cavidad abdominal o bajo la piel.

Dispositivo para el inmunoaislamiento de células tejidos. Las células se situan en el interior del dispasit

en una camara rodeada de una membrana permeabla sdbléculas de pequefio tamafio. El dispositivo se
implanta formando un puente en el sistema circritattel pacientda). Alternativamente las células se pueden
situar en camara alargadaé3 o microcapsulgc) que se implantan en la cavidad abdominal o delsaja diel.

Enanismo




En 1980 se realizaron transplantes de células fetales en roedores
para tratar la enfermedad de Parkinson, comprobandose que las células
transplantadas se integraban en el animal receptor y que mantenian su
actividad dopaminérgica, necesaria para suplir el déficit de este
neurotransmisor, responsable de la enfermedad de Parkinson. Numerosos
estudios posteriores han confirmado que las células dopaminérgicas
transplantadas sintetizan y liberan dopamina, establecen conexiones con las
neuronas del receptor y disminuyen los efectos del déficit del
neurotransmisor. Estos estudios se realizaron también en primates
demostrando que pueden ser eficaces en animales superiores. En 1995
comenzo la realizacion de ensayos clinicos en los que se han transplantado
células dopaminérgicas procedentes de fetos humanos a enfermos de
Parkinson. Se ha demostrado que las células transplantadas sobreviven y se
integran en el individuo receptor, produciendo una mejoria de los sintomas.
Como en el caso de los organos, existe una seria limitacion de disponibilidad
de células fetales humanas para estos tratamientos. En 1997 se publicaron
los resultados de otro ensayo clinico realizado con células fetales de cerdo.
Los 12 enfermos del estudio, todos ellos con Parkinson avanzado, mostraron
una mejoria de los sintomas que durd hasta dos afios. Estos resultados
muestran la viabilidad de los xenotransplantes y nos hace pensar que en el
futuro proximo asistiremos a importantes avances en este campo.

Células multipotenciales hematopoyéticas. Estas células son
Utiles para tratar una gran cantidad de enfermedades que afectan a la
produccion de células sanguineas, entre las que se encuentran procesos
malignos como las leucemias y linfomas. En los individuos adultos se
encuentran en la sangre periférica y por tanto facilmente accesible en unas
pequefas cantidades (menos del 0,1% de todas las células nucleadas). No
pueden ser distinguidas por su morfologia por lo que hay que recurrir a
técnicas que permiten identificar marcadores moleculares como la proteina
CD34. Entre estas técnicas esta la citometria de flujo. Para aumentar su
proporcion en la sangre circulante se suele tratar a los donantes con factores



de estimulantes de colonia recombinantes. La sangre del cordén umbilical
también contiene células hematopoyéticas multipotenciales, por lo que en los
altimos afios se esta recogiendo para guardarla por si fuera de utilidad para
tratar enfermedades sanguineas que pueda padecer el recién nacido en el
futuro, como las comentadas anteriormente. En los Estados Unidos de
América, ya hay empresas que recogen esta sangre en el momento del
nacimiento, y la almacenan congelada hasta que su uso pueda ser
necesario, aunque de momento no garantizan que el procedimiento pueda
tener ninguna utilidad. Entre estas empresas estan Viacord
(http://www.viacord.com/home/home.asp?section=1) ,Lifebank
(http://198.104.188.92/) 'y cryocell (http://www.cryo-cell.com/).  Entre
paréntesis se indican las paginas web de las compafias por si el estudiante
tiene curiosidad por este tipo de actividades. La ultima empresa cobra 275
dolares por la recogida de la sangre y 50 ddlares por cada afo de
almacenamiento.

Una de las ventajas del transplante de células multipotentes es que
no necesita el conocimiento exhaustivo de los mecanismos de diferenciacion.
Ademas de las dificultades comentadas anteriormente, para controlar la
diferenciacion de las células pluripotentes, existe el problema del rechazo
inmunoldgico si se emplean células de otro individuo. Para evitar el rechazo
se pueden utilizar varias estrategias. Comentaremos tres de ellas:

1. Manipulacion genética de los genes HLA

2. Clonacion terapéutica.

3. Obtencion de quimeras hematopoyeéticas.

Los genes HLA de la célula donante pueden ser “eliminados” in
vitro (knock-out) para disminuir la inmunogenicidad. Sin embargo, ello no
anula completamente el rechazo, por lo que también puede ser necesario
modificar algunos de estos genes para conseguir la tolerancia.

La clonacién terapéutica puede permitir obtener células
embrionarias pluripotentes perfectamente toleradas por el receptor. Para ello
el nacleo de una célula adulta del receptor es transplantado en un évulo al
que previamente se le ha extraido su material genético, como se vio en el
moédulo anterior. El embrion obtenido en el estadio de blastocisto
proporcionaria las células pluripotentes necesarias para el tratamiento. Esta
estrategia plantea evidentes problemas éticos, ya que para muchos, entre
ellos la iglesia catdlica, un embrion en estado de blastula es un ser humano y
por lo tanto impedir su desarrollo no es aceptable. Sin embargo, cabria
preguntarse qué es un ser humano y si un conjunto de células humanas
constituyen un ser humano. A la hora de realizar esta reflexion convendria
tener en cuenta que el nudcleo de cualquier célula humana encierra la
potencialidad de formar un individuo.

La tercera estrategia se basa en transplantar células
hematopoyéticas y un segundo tejido obtenido a partir de las mismas células
pluripotenciales que las hematopoyéticas. El transplante de las células



hematopoyéticas consigue que el receptor sea una quimera hematopoyética,
ya que produce leucocitos que proceden de las células transplantadas y por
tanto son compatibles con el segundo tejido transplantado puesto que tienen
el mismo origen.

En cualquier caso se requiere al menos un tratamiento
inmunosupresor inicial durante el transplante de las células hematopoyética,
aunqgue este puede ser relativamente suave. Esta aproximacion esta basada
en la comprobacion de que individuos transplantados de médula ésea que
han recibido un segundo transplante, habitualmente de rifion, del mismo
donante han mostrado inmunotolerancia al segundo transplante.

Estas estrategias se reflejan en la siguiente figura:

A. Genetic manipulation B. Nuclear reprogramming C. Hematopoietic chimera:
of MHC genes complete, mixed, micro
i, Erucloated
o Tranatar of
ES cells o donated nucleus o
ES cells \a‘g

T ‘ Subsaktution of

oocyba

am
~
e

MHC genes BHC gemnss
or
ES-calls
a darived Irom co @ T[T %
nuclaar ransler ’@ . Pancreatic
1 Tizsue-zpecilic l product @ @ Muscle ..:Ir -:l aatic
diflerantiation O E et gats
Tissua-apacilic %—-—%‘é
dilterentiation Hamatopoiatic
dilerantiation Mauron

o)
@)

--
N

denar Rueieus Cotransplantation

ligsie EXpESSing o
MHC genas

lizsue
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Células madre cancerosas

Como hemos visto anteriormente, las células madre han llegado a
ser “famosas” por su capacidad de curar determinadas enfermedades,
generando esperanzas de que un dia puedan llegar a solventar la
enfermedad de Parkinson, lesiones de la médula espinal, y una amplia
variedad de otras patologias humanas. Pero ahora, un creciente niumero de
investigadores estan llegando a la conclusién de que las células madre son
también la fuerza oculta detras de una de las enfermedades humanas mas
temidas: el cancer. Recientes investigaciones indican que dentro de cada
tumor se “esconde” una pequefia poblacion de células evasivas y de alto
poder proliferativo, que impulsan el crecimiento del tumor. Bajo un
microscopio parecen idénticas a otras células cancerosas, pero estas
células madre cancerosas encierran el poder de producir tumores mas o
menos de la misma manera que las células madre normales pueden



regenerar los diferentes tejidos del cuerpo. Y ademas, estas células parecen
ser resistentes a los medicamentos tradicionales empleados contra el cancer,
lo que explicaria por qué los pacientes pueden aparentemente ser curados
de algunos canceres, para luego ver reaparecer la enfermedad. Desde hace
décadas se ha postulado la posible conexion entre las células madre y las
células cancerosas. Las células madre, que aparecen en muchos tejidos del
cuerpo humano adulto -desde la piel y la sangre hasta el cerebro- son Unicas
porque tienen la capacidad de generar grandes cantidades de otros tipos
celulares. Se han detectado este tipo de células madre tumorales en cancer
de mama, leucemia, cancer cerebral, etc. Actualmente se esta llevando a
cabo la primera prueba en pacientes de una terapia enfocada a eliminar
estas células madre. El descubrimiento de estas células madre cancerosas
proporciona una nueva diana terapéutica prometedora para combatir el
cancer, y asimismo esta obligando a realizar un profundo cambio en la
investigacion del cancer. Hoy, la mayoria de los tratamientos intentan reducir
el tamafo del tumor, pero los nuevos resultados indican que el tamafio del
tumor es casi irrelevante: solo si se consigue eliminar estas células madre, el
tumor serd aniquilado.

Sin embargo, el camino necesario para conseguir este objetivo sera
dificil. Simplemente poder diferenciar las células madre cancerosas es
complicado, y requiere laboriosos ensayos en busca de caracteristicas
moleculares de una célula madre para poder separarlas, y analizar si
efectivamente son capaces de desarrollar nuevos canceres.

Alternativas a la utilizacion de células madre embr ionarias en el
desarrollo de unamedicina regenerativa y reparadora

El procedimiento técnico de la clonacién, cuando se ha aplicado a la
especie humana, no esta suficientemente perfeccionado, pues no hay que
olvidar que para obtener los tres embriones que se consiguieron en los
primeros ensayos, se utilizaron 71 ovulos. Para obtener el material genético
se utilizaron fibroblastos dérmicos. La transferencia nuclear se aplicé a 19
ovulos, de los que tres se desarrollaron hasta un estadio de 6 células,
muriendo antes de que se pudieran desarrollar en los mismos las células
madre utiles para la regeneracion de tejidos.

La alternativa al uso de células madre embrionarias es utilizar
células madre de cordon umbilical, de placenta o incluso de abortos
espontaneos. En la actualidad, la fuente de células madre con mayores
posibilidades clinicas en un futuro inmediato, son las células madre de tejidos
adultos. Por ello, se incluyen como ejemplos algunos de los ultimos avances
sobre esta materia, como base objetiva para propiciar la investigacién y uso
de las mismas.

1. Utilizacién de células madre de tejidos adultos
Hace ya una década que se demostro la posibilidad de transformar



células madre obtenidas a partir de diversos tejidos adultos, en células
diferenciadas pertenecientes a su mismo tipo celular (Proc Natl Acad Sci 89;
8591, 1992/Science 255; 1717, 1992/Proc Natl Acad Sci 94; 14832, 1997). A
partir de entonces dos descubrimientos han marcado el desarrollo sobre el
conocimiento y utilizacion de las células madre de tejidos adultos, y han
abierto el camino para su uso potencial en un amplio abanico de
enfermedades. El primero fue comprobar que las células madre de algunos
organos adultos, como la médula 6sea, mostraban mucha mas plasticidad de
lo que en principio se creia, pudiendo incluso transformarse en células madre
multipotentes (Proc Natl Acad Sci USA 94; 4080, 1997/Science 279; 1528,
1998 / Neurosurgery 48; 2-16, 2001). El segundo fue que las células madre
se detectaron también en oOrganos tales como cerebro y mdsculo, que
previamente se creia que carecian de ellas, y que podian cultivarse
indefinidamente, y después dirigir su diferenciacion hacia células del tejido de
origen u otro distinto (Proc Natl Acad Sci 94, 4080, 1997). Se ha conseguido
generar células nerviosas o células musculares a partir de células madre de
médula 6sea. Durante estos Ultimos afios muchas experiencias han
confirmado la posibilidad de obtener diferentes tipos celulares a partir de
células madre del propio tejido o de otro distinto.

Una de las dificultades importantes para la mas amplia utilizacion de
las células madre de tejidos adultos es la dificultad de obtenerlas, dado su
escaso numero, aunque ya existen resultados que indican que este problema
podré ser solventado en los proximos afnos.

Sin embargo, la formacion de tejidos u érganos completos a partir
de estas células madre aparece como una posibilidad mucho mas remota.
En relacion con este ultimo punto, investigadores de la Universidad
Washington ha conseguido cultivar células madre sobre una matriz de
laminina, consiguiendo que se alineen a lo largo de estas fibras formando
una estructura muy similar a la del miocardio (Lancet 356; 1500, 2000). Este
podria ser el primer paso para la consecucion de tejido cardiaco, pero todo
ello esta aun muy distante de la posibilidad de conseguir 6rganos completos.

2. Utilizacién de células somaticas adultas, tras ¢ = onseguir que
se transformen en células madre

Con respecto a la posibilidad de transformar, desdiferenciandolas,
células somaticas adultas hasta células madre, y que posteriormente puedan
ser cultivadas para obtener células de su propio tejido o de otro, las
experiencias son muy reducidas. Existen resultados publicados en los que se
logré transformar células adultas de piel de vaca en células madre
multipotentes, y obteniendo posteriormente de ellas células de musculo
cardiaco.

3. Utilizacion de células somaticas adultas paraco  nseguir otras
células y tejidos.
Con respecto a la posibilidad de conseguir a partir de células



somaticas adultas, sin transformarlas a células madre, células de otro tejido,
también los resultados experimentales son muy escasos. Existen resultados
que muestran la posibilidad de obtener condorcitos a partir de adipocitos
humanos obtenidos a partir de restos de liposuccién, y obtener una
estructura similar al tejido cartilaginoso, lo que supondria un paso de gigante
para la consecucion de cartilagos humanos con el fin de reparar lesiones
utilizando la propia grasa del paciente.

Potenciales aplicaciones clinicas de las células ma dre

1. Reparacion de tejidos por inclusion en los mismo s o en el
torrente circulatorio del paciente, de células madr e de ese mismo tejido
procedentes de otro sujeto.

En diversas experiencias se ha comprobado que las células madre
de un determinado tejido pueden unirse a ese mismo tejido dafado y
diferenciarse hacia células adultas sanas, tanto cuando se inyectan
directamente en el tejido, como cuando se introducen indirectamente a través
del sistema circulatorio. Por el momento, no se conoce exactamente cual es
el mecanismo por el que las células madre reconocen al tejido dafiado y
llegan hasta él; pero sin duda, esta capacidad puede aprovecharse para
reconstruir tejidos lesionados, o0 incluso para transportar diversos
medicamentos hasta ellos. En relaciébn con este ultimo punto, existen ya
resultados en los que se muestra que células madre portadoras de un gen
“terapéutico” inyectadas en diferentes regiones del cerebro de ratas emigran
hacia el tumor, lo rodean, y eliminan un gran nimero de células patolégicas,
disminuyendo asi el tamafio del mismo.

2. Reparacion de tejidos por inclusion en los mismo s de
células madre adultas de otro tejido o de cordon um bilical

Durante estos ultimos afios se han llevado a cabo numerosos
estudios en este campo. Si se inyectan directamente células madre de
médula 6sea en el corazon, se pueden transformar en células de musculo
cardiaco. Actualmente, un grupo de investigacion de Valladolid esta llevando
a cabo ensayos clinicos para tratar el infarto de miocardio mediante la
inclusiéon de células de la médula 6sea, y los primeros resultados son
prometedores.

También ha sido posible regenerar el tejido nervioso deteriorado
tras un ictus cuando se inyectan por via circulatoria células de corddn
umbilical en animales lesionados. Es decir, en todas las experiencias
anteriores se demuestra la posibilidad de utilizar células madre de tejidos
adultos, que pueden ser inyectadas en distintos érganos, como corazon,
musculos, higado, pulmén o intestino, y transformarse in situ en células de
esos tejidos.

3. Células madre obtenidas de fetos abortados



En febrero de 2000 se publicaron unos trabajos en los que se
demostraba que las células madre procedentes de cordon umbilical de fetos
abortados, tratadas adecuadamente con acido retinoico y hormonas de
crecimiento, e inyectadas en el sistema sanguineo de ratas en las que se
habia provocado un ictus, favorecian su recuperacion.

APLICACIONES CLINICAS ACTUALES

Como se ha presentado anteriormente, el trabajo de los ultimos
afilos en materia de células madre de tejidos adultos sugieren que van a
poder ser aplicadas en la practica clinica en un futuro préximo. Dada la
multiplicidad de datos, Unicamente se enumeran algunos de ellos. Asi,
células madre de tejidos adultos se han aplicado ya con finalidad terapéutica
en las siguientes patologias:

1. Tumores:

1.1. Tumores cerebrales . Cancer Invest 18, 492-493; 2000.

1.2. Meduloblastomas y glioblastomas . Con supervivencia de
mas de 34 meses en los primeros y mas de 4 afos en los
segundos. J Neurooncol 44; 147-153, Sept., 1999.

1.3. Gliomas malignos recurrentes y meduloblastomas en
nifios , obteniéndose largos periodos de supervivencia libres de
enfermedad. Pediatr Transplant 1; 87-95; 1999.

1.4. Neuroblastomas . J Clin Oncol 17; 3216-3220, 1999.

1.5. Neuroblastoma metastasico en nifios. Baillieres Best Practice
Research in Clinical Haematology 12; 247-259, 1999.

1.6. Retinoblastoma deseminado recurrente . Una segunda
remision de mas de 4 afios. Bone Marrow Transplant 27; 653-655,
2001.

1.7. Retinoblastoma metastasico . Una segunda remisién de mas
de 4 afos. Cancer 89; 2117-2121, 2000.

1.8. Cancer de ovario . Ann Intern Med 133; 504-515, 2000.

1.9. Epitelioma ovarico . Sem Oncol 25; 349-355, 1998.

1.10. Cancer de testiculo . J Clin Oncol. 18; 3346-3351, 2000.

Int J Urol. 7; 77-82, 2000.

1.11. Sarcoma de partes blandas . J Clin Oncol 18; 3643-3650,
2000.

1.12. Tumores mesenquimatosos malignos . Bone Marrow
Transplant. 26; 627-632, 2000.

1.13. Mieloma multiple y leucemias . Utilizando células madre de
cordon umbilical. N Engl J Med. 344; 1815-1822, 2001.

1.14. Linfomas no-Hodgkin . Intern Med 40; 471-474, 2001.

2. Enfermedades autoinmunes  (Esclerosis multiple, lupus
eritematoso, artritis reumatoide juvenil y artritis reumatoide).
Mejorias objetivas obtenidas tras trasplante de células madre



adultas autélogas.
. Escleromixedema . Arch Dermatol. 137; 1071-1072, 2001.
. Esclerosis multiple . Neurology. 57; 62-68, 2001.
. Enfermedad de Cronh . Reuters Health, Agosto 13, 2001.
. Artritis reumatoide . Arthritis Rheum 44; 754-760, 2001.
. Lupus eritematoso . Arthritis Rhem 44; 728-731, 2001.
. Policondritis . Arthritis Res 2; 327-336, 2000.

. Citopenias autoinmunes . Blood 96; 3272-3275, 2000.
10. Inmunodeficiencias. Utilizando células madre de médula 6sea.
Blood 96; 1239-46, 2000. Utilizando células madre de un banco de
cordones umbilicales. J Pediatr 138; 570-3, 2001.
11. Anemias . Anemia de células falciformes, utilizando células
madre de cordon umbilical de un hermano. Oncol 22; 437-400,
2000.
12. Enfermedades de los huesos y cartilagos . Trasplante de
condrocitos autélogos. Cell Trasplant 10; 203-208, 2001. Trasplante
alogénico de células mesenquimales de médula ésea en nifios con
osteogénesis imperfecta. Nat Med 5; 309-13, 1999.
13. Alteraciones corneales . Trasplante alogénico de células madre
corneales obtenidas de cultivo. Cornea 29; 488-94, 2001.
Trasplante de células madre de liquido amnidtico. Cornea 20; 354-
61, 2001. Br J Opthalmol 85; 567-75, 2001.
14. Infarto de miocardio . Regeneracion del tejido cardiaco
lesionado por: Trasplante autélogo de células madre de médula
osea. Dtsch Med Wochenschr 126; 932-8, 2001.
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Todos estos datos indican que las células madre adultas
representan una adecuada alternativa a la utilizacion de células madre
embrionarias, con vista a la regeneracion y reparacion de tejidos. Incluso
mas, algunos autores sugieren que las células madre adultas, con
independencia de criterios éticos, es decir, desde un punto de vista
estrictamente biomédico, son superiores a las células madre embrionarias
para su uso en medicina, ya que tienen gran versatilidad biol6gica y son
capaces de diferenciarse en muchos mas tipos de células de lo que nadie
habia pensado. Aunque ciertamente tienen menor capacidad de
diferenciarse que las células madre embrionarias, son mas seguras y
parecen mejor programadas para lograr precisamente lo que se busca en
cada caso determinado.

Por otro lado, las células madre adultas pueden ser mas adecuadas
gue las embrionarias de cara a la medicina reparadora, pues forman parte de
un sistema natural de regeneracion, lo que se ha demostrado porque cuando
un tejido resulta dafiado, células madre de la médula 6sea migran en
grandes cantidades hacia la zona lesionada con finalidad reparadora.

Finalmente, es posible que las células madre mesenquimales
puedan ofrecer una ventaja adicional sobre las células madre embrionarias,



ya que al parecer aquellas estan desprovistas de los marcadores
moleculares que desencadenan el rechazo inmunolégico, incluso parecen
capaces de inhibir la propia respuesta inmunoldgica. Si esto se confirmara,
se podria disponer de una fuente de células madre universal, sin que fuera
necesario utilizar las del propio paciente. Las células madre adultas y, muy
especialmente las células madre mesenquimales, pueden constituir una
verdadera alternativa a las células madre embrionarias con vista a la
medicina regenerativa y reparadora en este siglo XXI.

3.- PARTE SEGUNDA: TERAPIAS GENICAS

Una vez que se ha caracterizado el gen asociados a una
enfermedad humana, se pueden utilizar las herramientas de genética
molecular para determinar su funcién, y analizar los procesos bioldgicos en
los que esta implicado. Los resultados obtenidos a partir de estos estudios
nos permitiran disefiar nuevas estrategias terapeduticas.

La terapia génica es la modificacion genética de células de un
paciente a fin de combatir alguna enfermedad. Esta amplia definicidon incluye
muchas estrategias posibles, y puede implicar la transferencia de genes
humanos, de segmentos de genes humanos en forma de doble cadena, de
genes de otros genomas, de oligonucledtidos y de varios genes artificiales,
por ejemplo, genes antisentido. Estas transferencias geénicas pueden
provocar la modificacion genética de las células del paciente. En la mayoria
de los casos, la terapia génica se disefia para modificar genéticamente a las
células enfermas, pero algunas estrategias van deliberadamente dirigidas a
las células sanas, especialmente células del sistema inmunitario, y
constituyen una forma de vacunacion.

3.1.- Estrategias para la terapia génica

Debido a que las bases moleculares de las enfermedades pueden
variar enormemente, algunas estrategias de terapia génica resultan
particularmente adecuadas para determinados tipos de trastornos, mientras
gue otras son adecuadas para otros. Entre las principales enfermedades
tratables por terapia génica se incluyen:

- Enfermedades infecciosas (resultan de la infeccion por patdégenos viricos
0 bacterianos).

- Canceres (continuacion impropia de la division celular y de la proliferacion
celular como consecuencia de la activacibn de un oncogén, o de la
inactivacion de un gen supresor de tumor o de un gen de apoptosis.



- Trastornos hereditarios  (deficiencia genética en un producto génico, o
expresion inadecuada de un gen determinada genéticamente).

- Trastornos del sistema inmune (incluye alergias, inflamaciones vy
enfermedades autoinmunes).

La terapia génica actual es exclusivamente somatica, es decir, la
introduccién de genes en células somaticas de un individuo afectado por una
enfermedad. Las perspectivas de una terapia génica de células germinales
humanas suscita muchos problemas éticos, y en la actualidad no esta
permitida. Es posible establecer diferentes estrategias de terapia génica
segun la base de la patogénesis:

- Terapia de aumento génico. - Para enfermedades causadas por la pérdida
de funcion de algun gen, la introduccion de copias adicionales del gen normal
puede aumentar la cantidad del producto normal hasta un punto en el cual se
restablece el fenotipo caracteristico. Es importante que no se tengan
requerimientos precisos sobre la cantidad de expresiéon del gen introducido
para obtener una respuesta clinica incluso ante una expresion baja.

- Supresion dirigida de células especificas. - Esta estrategia general es
popular en las terapias génicas contra el cancer. Los genes se dirigen a las
células tumorales y se expresan en ellas de manera que provoquen su
eliminacion. La eliminacion directa es posible si los genes insertados se
expresan para producir una toxina letal, o un precursor inactivo de ésta. La
eliminacion indirecta se basa en genes inmunoestimuladores que provoquen
0 potencien una respuesta inmune contra la célula diana.

- Correccion dirigida de mutaciones. - Si una mutacion hereditaria produce
una ganancia de funcion que resulta fatal para el organismo, se podria tratar
de corregir especificamente esa mutacion. Debido a las dificultades practicas
asociadas esta estrategia aun no ha sido aplicada.

- Inhibicion dirigida de la expresién génica .- Si las células enfermas
presentan un nuevo producto génico o la expresién inadecuada de un gen
(como en muchos céanceres, enfermedades infecciosas, etc.) se pueden
emplear diferentes sistemas encaminados a bloquear la expresion de un
unico gen en el ADN, el ARN o la proteina, con oligonucleétidos antisentido o
anticuerpos intracelulares respectivamente.

3.2.- Tecnologia de la terapia génica

Un aspecto esencial de la terapia génica es gque los genes clonados
tienen que ser introducidos y expresados en las células de un paciente para
qgue la enfermedad pueda ser superada. En la transferencia de genes para
terapia génica se han aplicado dos grandes estrategias generales como
muestra la figura 1:

-Transferencia génica ex vivo. Este proceso implica la transferencia inicial



de genes clonados a células en cultivo. Las células transformadas con éxito
son seleccionadas, expandidas en cultivo in vitro e introducidas al paciente.
Para evitar el rechazo por el sistema inmune de las células introducidas, se
utilizan normalmente células autodlogas: las células se recogen del paciente
que sera tratado, y se cultivan antes de ser reintroducidas en el mismo
individuo. Resulta claro que esta estrategia s6lo es aplicable a tejidos que
pueden extraerse del cuerpo, modificarse genéticamente y ser devueltos al
paciente, donde se implantaran y sobreviviran por un largo periodo de tiempo
(por ejemplo, células del sistema hematopoyético, células de la piel, etc.).

- Transferencia génica in vivo. En esta estrategia los genes clonados se
transfieren directamente a los tejidos del paciente. Esta puede ser la Unica
opcidén posible para tejidos cuyas células individuales no pueden ser
cultivadas in vitro en numero suficiente (por ejemplo, células cerebrales) y/o
cuyas células cultivadas no pueden reimplantarse a los pacientes de manera
eficiente. Como no existe forma de seleccionar las células que hayan
incorporado y expresado el gen foraneo, el éxito de esta estrategia depende
de manera critica de la eficiencia general de la transferencia y la expresion
del gen foraneo.

A lo largo de la evolucidn, las células han desarrollado mecanismos
para evitar que acidos nucleicos exdégenos las colonicen. Sin embargo
existen numerosos métodos fisicoquimicos y biolégicos que pueden utilizarse
para transferir genes exogenos a células humanas. Se denominan vectores a
los sistemas que ayudan a transferir genes exdégenos a las ceélulas,
facilitando su entrega y biodisponibilidad intracelular.

El tamano de los fragmentos de ADN que se pueden transferir es,
en la mayoria de los casos, muy limitado, y por tanto suele ocurrir que el gen
transferido no es un gen convencional. En lugar de ello se puede utilizar un
minigén, construido artificialmente, y que contiene la secuencia codificante
completa de la proteina (cDNA) que se quiere expresar, flanqueada por las
secuencias reguladoras adecuadas que aseguren una expresion elevada.
Estas secuencias pueden contener potentes promotores viricos que
aseguran una expresion fuerte, o promotores inducibles o especificos de
tejido si es necesaria una expresion mas controlada.

Tras la transferencia génica, los genes insertados se pueden llegar
a integrar en los cromosomas de la célula, o bien quedar como elementos
geneéticos extracromosomicos (episomas):

- Genes integrados en cromosomas.

La ventaja de integrarse en un cromosoma es que el gen puede
perpetuarse por replicacion cromosomica tras la division celular (figura 2) y
se puede obtener una expresion de largo plazo y estable. Por ejemplo, en los
tejidos formados por células en division activa, la clave es dirigir la
modificacion a las células madre (una poblacién minoritaria de células
precursoras indiferenciadas que dan lugar a las células diferenciadas



maduras del tejido). Las células madre no s6lo dan lugar a las células
maduras del tejido, sino que al mismo tiempo se renuevan ellas mismas. En
consecuencia se trata de una poblacion inmortal de células a partir de la cual
deriva el resto de las células del tejido.

No obstante, la integracion cromosomica tiene sus inconvenientes
debido a que la insercion suele ocurrir casi al azar: la localizacion de los
genes insertados puede variar enormemente entre células. En muchos
casos, los genes insertados pueden no expresarse debido a su insercion en
una region heterocroméatica muy condensada. En algunas ocasiones la
integracion puede provocar la muerte de la célula huésped (por ejemplo, por
insercion en un gen crucial, insercion que lo inactiva). Una preocupacion
mayor es la posibilidad de cancer: una integracion en una de las muchas
células que son manipuladas podria perturbar los patrones normales de
expresion de genes que controlan la division o la proliferacion celular, por
ejemplo a través de la activaciéon de un oncogén o de la inactivacion de un
gen supresor de tumores o de un gen implicado en apoptosis (muerte celular
programada). La terapia génica ex vivo ofrece al menos la oportunidad de
seleccionar las células en las que la integracion ha tenido éxito, gracias a
que estas células se amplifican en cultivo y se comprueba si sus fenotipos
presentan alguna evidencia obvia de transformacion neoplasica, como paso
previo a su transferencia de vuelta al paciente.

- Genes no integrados.

Algunos sistemas de transferencia génica estan disefiados para
insertar genes en células donde pueden quedar como elementos
extracromosOmicos y tener una expresion elevada. Si las células estan
dividiéendose activamente, el gen introducido puede no segregar igualmente a
las células hijas, por lo que la expresion a largo plazo puede ser un
problema.

Vectores de transferencia génica

El método escogido para la transferencia génica dependera de la
naturaleza del tejido diana y de si la transferencia se hace ex vivo a células
cultivadas, o in vivo a células del paciente. No existe un sistema de
transferencia génica ideal; cada uno tiene sus limitaciones y ventajas. Los
sistemas viricos de mamiferos, sobre todo de raton, han sido particularmente
atractivos debido a su elevada eficiencia de transferencia de genes a células
humanas. Los virus utilizados en terapia génica han sido manipulados
genéticamente para eliminar en lo posible genes implicados en la replicacion
virica y en la patogeneidad; éstos son sustituidos por los genes que se quiere
expresar en las células. Estos virus modificados no son capaces de originar
particulas viricas en la célula que infectan (figura 3). Para multiplicar estos



virus son necesarias unas ceélulas especiales que contienen todos los genes
que se han eliminado del virus, son las células de encapsulacion. De esta
forma nos aseguramos que el virus no se podra desarrollar en las células
donde hard terapia génica. En estos protocolos se han utilizado
fundamentalmente retrovirus, adenovirus, y actualmente se intentan
desarrollar vectores a partir de virus adenoasociados y del herpes simple:

A) Vectores derivados de retrovirus

Los retrovirus son virus de ARN que tienen una funcidn

transcriptasa inversa importante, lo que les permite sintetizar una forma de
ADN complementario de doble cadena capaz de integrarse en el ADN
nuclear. EI ADN integrado puede tranmitirse de manera estable a las células
hijas, ofreciendo la posibilidad de una cura permanente para una
enfermedad. No se pueden obtener titulos muy altos de retrovirus, y soélo
infectan células que se estan dividiendo activamente ya que no pueden
atravesar la membrana nuclear, y en la divisibn ésta desaparece. En
consecuencia, el uso de este tipo de vectores queda excluido para el
tratamiento de tejidos compuestos de células que no se dividen (por ejempilo,
neuronas, etc.). Sin embargo, esta misma propiedad resulta beneficiosa para
la terapia génica de canceres de tejidos que normalmente tienen células que
no se dividen. Los vectores retrovirales murinos, muy utilizados, pueden
acoger insertos de hasta 8 kb.

B) Vectores derivados de adenovirus

Los adenovirus son virus de ADN que producen infecciones de las
vias respiratorias superiores y tienen una atraccion natural por el epitelio
respiratorio, la cornea y el tracto gastrointestinal. A diferencia de los
retrovirus, que solo pueden infectar las células en divisidbn activa, los
adenovirus pueden infectar una amplia gama de tipos celulares. Su entrada a
las células es por endocitosis mediada por receptor (figura 4), y es un
proceso eficiente, pero el ADN insertado no se integra, por lo que la
expresion de los genes transferidos so6lo puede ser sostenida durante
periodos cortos. Se pueden producir adenovirus a titulos muy elevados, y
aceptan insertos de hasta 78 kb. Debido a su capacidad de infectar muchos
tipos celulares diferentes, se han utlizado para gran variedad de
aplicaciones, notablemente en estrategias de terapia génica in vivo. Los
vectores derivados de adenovirus pueden inducir la aparicion de importantes
respuestas inflamatorias.

C) Vectores de herpes simplex

Estos vectores tienen atraccion por el sistema nervioso central, y



pueden establecer infecciones latentes en las neuronas que duran toda la
vida. No se integran, por lo que no es posible expresar durante mucho
tiempo los genes transferidos. Se espera que sus principales aplicaciones
sean dirigir genes a las neuronas para el tratamiento de enfermedades
neuroldgicas, tales como el Parkinson, y para el tratamiento de tumores del
sistema nervioso central. Pueden acoger insertos relativamente grandes (de
mas de 20 kb).

D) Vectores viricos adenoasociados

Los virus adenoasociados son un grupo de virus de ADN pequefios
de cadena sencilla que no son capaces de infectar sin que exista una
coinfeccion de un virus colaborador, como por ejemplo un adenovirus. Si no
hay coinfeccion por un virus colaborador, el AAV humano no modificado se
integra en el ADN cromosomico, habitualmente en un lugar especifico del
cromosoma 19. La posterior superinfeccion con un adenovirus puede activar
el ADN integrado del virus, generandose viriones. Los vectores AAV so6lo
pueden acomodar insertos de hasta 4,5 kb, pero tienen la ventaja de
proporcionar expresion a largo plazo con un elevado grado de seguridad. Las
preocupaciones en torno a la seguridad de los virus recombinantes, ya que
existe la remota posibilidad de que los virus introducidos se puedan
recombinar con otros salvajes generando progenies infectivas, han generado
un interés creciente en sistemas de vectores no viricos alternativos para la
terapia génica:

E) Inyeccion directa de ADN

En algunos casos se puede inyectar ADN directamente en un tejido
especifico, por ejemplo el musculo, utilizando jeringa y aguja. Una estrategia
alternativa a la inyeccion directa se basa en el bombardeo de particulas: se
recubren bolitas de metales pesados con ADN, y estas bolitas recubiertas se
disparan con un dispositivo especial de manera que penetran en las células
de interés. Estas técnicas de inyeccion directa son sencillas y relativamente
seguras. Sin embargo, la eficiencia de la transferencia génica es pobre, y se
obtiene poca integracion estable del ADN inyectado.

F) Endocitosis mediada por receptor

El ADN de interés se acopla a una molécula directora, capaz de
unirse a un receptor especifico de la superficie celular, induciendo la
endocitosis y transfiriendo asi el ADN al interior de las células. El
acoplamiento se realiza habitualmente uniendo covalentemente la molécula
directora a poli-lisina, y articulando la posterior union (reversible) del ADN,
cargado negativamente, al componente poli-lisina, de carga neta positiva.



Por ejemplo, los hepatocitos se distinguen por la presencia de receptores de
asialoglucoproteina en su superficie, que eliminan las asialoglucoproteinas
del suero. El acoplamiento del ADN a una asialoglucoproteina via un poli-
cation como la poli-lisina puede dirigir la transferencia del ADN a células
hepaticas vivas. La eficiencia de la transferencia génica puede ser alta, pero
el método no estd disefiado para permitir la integracion de los genes
transferidos.

G) Liposomas

Los liposomas son vesiculas esféricas compuestas de bicapas
lipidicas sintéticas que imitan la estructura de las membranas bioldgicas. El
ADN que se quiere transferir se empaqueta in vitro dentro de los liposomas y
éstos se emplean directamente como vehiculos de transferencia del ADN a
un tejido diana in vivo (figura 5). La cubierta lipidica permite que el ADN no
sea degradado in vivo, se una a las células y sea endocitado. Los liposomas
se han transformado en vehiculos populares para la transferencia en terapia
génica in vivo debido a la gran seguridad que ofrecen. Sin embargo, la
eficiencia de la transferencia génica es baja, y el ADN introducido no esta
disefiado para que se integre en el ADN cromosOmico, por lo que la
expresion de los genes transferidos es transitoria.

3.3. Terapia génica basada en la inhibicién dirigid  a de
la expresion génica in vivo

Una forma de tratar ciertos trastornos humanos es inhibir
selectivamente la expresion de un gen predeterminado in vivo. En principio,
esta estrategia general resulta particularmente adecuada para el tratamiento
de canceres y enfermedades infecciosas, junto con algunos trastornos
inmunolégicos. En estos casos, las bases de la terapia génica estan en la
inactivacion de la expresion de un gen especifico responsable de la
proliferacion de las células cancerosas, infecciosas, responsables de la
alergia, de la inflamacién, etc. Esta inhibicion no debe interferir con la funcion
celular normal. Por ejemplo, la atencion podria centrarse en la inhibicion
selectiva de un gen virico particular que es necesario para la replicacion
virica, o bien se podria inhibir un oncogén inapropiadamente activado, etc. La
expresion de un gen seleccionado se puede inhibir mediante diferentes
estrategias. Una de las posibles implica la mutagénesis especifica in vivo,
para que deje de ser funcional. La manipulacion dirigida de genes mediante
recombinacion homologa ofrece la posibilidad de realizar mutagénesis
dirigida e inactivar un gen.

Sin embargo, esta técnica actualmente es muy poco eficaz. En
lugar de ella en la actualidad se prefiere recurrir a métodos de inactivacion de
la expresion del gen sin mutarlo. En principio existen varios niveles en los



gue esto se puede conseguir:

a) en el ADN (blogueando la transcripcién)

b) en el ARN (blogueando el procesamiento postranscripcional, el transporte
del ARNm, o la union del ARN con los ribosomas)

c) en la proteina (blogueando el procesamiento postraduccional, la
exportacion de la proteina, u otros pasos que son cruciales para la funcion de
la proteina codificada por el gen)

Los tres niveles permiten actualmente aplicar métodos de inhibicion
selectiva de la expresion génica. Las tres estrategias que se presentan a
continuacion actian especificamente sobre cada uno de los tres niveles
comentados.

1. Terapia basada en la triple hélice , implica la union de
oligonucledtidos con secuencias complementarias especificas al ADN diana
bicatenario, originando una triple hélice que inhibe la transcripcién especifica
del gen que tiene la secuencia complementaria.

2. Terapia basada en secuencias antisentido , implica la union de
oligonucledtidos o  polinucleotidos, que contienen  secuencias
complementarias a ARNs especificos, impidiendo su traduccion y por tanto
inhibiendo la sintesis de polipéptidos. En algunos casos el elemento que se
une puede ser una ribozima especialmente disefiada. Una ribozima es una
molécula de ARN con capacidad catalitica, capaz de cortar el transcrito de
ARN. Se pueden disefiar genéticamente ribozimas capaces de cortar
algunas secuencias especificas de ARN. Una aplicacion ha consistido en el
disefio de ribozimas contra proteinas oncogénicas especificas y contra
proteinas del virus HIV en terapia génica contra el SIDA.

3. Terapias basadas en el bloqueo de proteinas. Se pueden
utilizar diferentes estrategias para inhibir la funcion de un polipéptido
especifico:

- Anticuerpos intracelulares. - La manipulacion de anticuerpos se ha
extendido al disefio de genes que codifican anticuerpos intracelulares, o
intracuerpos. Este logro abre la posibilidad de utilizar los anticuerpos dentro
de las células para bloquear la construccion de virus o proteinas
perjudiciales, como las oncoproteinas. El primer ejemplo de esta estrategia
fue la manipulacién del anticuerpo F105, que se une a gpl120, una proteina
crucial de la envoltura del virus de la inmunodeficencia humana (HIV) que el
virus del SIDA usa para unirse e infectar sus células diana.

- Oligonucleotidos aptameros.-  Son oligonucle6tidos capaces de unirse
especificamente a secuencias determinadas de proteinas. La transferencia al
interior de las células de grandes cantidades de un oligonucleétido aptamero



estabilizado quimicamente puede resultar en la unidn especifica a un
polipéptido predeterminado, bloqueando asi su funcion.

- Proteinas mutantes.- En algunos casos, podria ser posible realizar terapia
génica disefiando genes que codifiquen una proteina mutante capaz de
unirse especificamente a una proteina predeterminada e inactivarla (una
proteina que sea esencial para el ciclo vital de un patégeno). Por ejemplo,
una forma de terapia génica para el SIDA pasa por la produccién artificial de
una proteina mutante del HIV-1, en un intento de inhibir la multimerizacién de
las proteinas del nucleo virico.

3.4. Terapia génica para enfermedades hereditarias

Existen varios trastornos genéticos diferentes que son susceptibles
de ser tratados en mayor o menor grado mediante terapia génica. Para
enfermedades genéticas no mendelianas recuentes, que pueden resultar de
complejas interacciones entre loci diferentes y/o factores ambientales, las
estrategias de terapia génica pueden no ser de facil aplicacién. Las
enfermedades basadas en alteraciones de genes unicos, que afectan
severamente a los individuos y que no tienen tratamientos efectivos
constituyen los candidatos mas obvios para la terapia génica. EI nimero de
genes aislados y caracterizados causantes de este tipo de enfermedades va
en continuo aumento. Sin embargo, la existencia de diferentes patogenesis
hace que algunos trastornos sean mas susceptibles de tratar por terapia
génica que otros.

Los trastornos que resultan de la deficiencia de un sélo producto
génico especifico suelen ser los mas susceptibles de ser tratados por terapia
génica: una expresion elevada de un alelo normal introducido deberia bastar
para superar la deficiencia genética. Las enfermedades hereditarias
recesivas han sido candidatas de particular interés para la terapia génica,
debido a que las mutaciones son casi siempre mutaciones de pérdida de
funcion. Los individuos afectados presentan una expresion deficiente de
ambos alelos y por tanto el fenotipo de la enfermedad se debe a una
ausencia completa o casi completa de la expresion génica normal. Sin
embargo, los heterozigotos tienen alrededor del 50% del producto génico
normal, y normalmente son asintométicos. En algunos casos existe una gran
variacion de la cantidad de expresidon normal, por lo que un pequefio
porcentaje del promedio normal de expresion del gen puede bastar para
restablecer el fenotipo normal.

A pesar de que los trastornos hereditarios recesivos son los mas
susceptibles de recibir terapia génica, ciertos trastornos son menos
susceptibles que otros. Ademas de la cuestion de la accesibilidad del tejido
enfermo, algunos trastornos pueden ser dificiles de tratar por otras razones.
Un buen ejemplo es la b-talasemia, asociada a mutaciones en el gen de la b-
globina, una de las subunidades de la hemoglobina.



Esta es una enfermedad grave, que afecta a cientos de miles de
personas en todo el mundo, y es aparentemente una excelente candidata a
recibir tratamiento por terapia génica: el gen es muy pequefo y ha sido muy
bien caracterizado, y el trastorno presenta un patrén de herencia recesivo y
afecta a células sanguineas. Sin embargo es una mala candidata a terapia
génica ya que la insercion de un gen de b-globina normal en las células
deseadas debe ir seguida de un control muy estricto de su expresion: la
cantidad de b-globina producida debe ser igual a la cantidad de a- globina. El
desequilibrio entre las cadenas de globinas a y b resultaria en un fenotipo de
talasemia.

Con todo lo excitante que resulta la perspectiva abierta por la
terapia génica, las limitaciones de las tecnologias actuales son enormes.
Hasta ahora la terapia génica ha curado un numero muy reducido de
pacientes. En lugar de ello, los ensayos realizados estan proporcionando
formas de tratamiento para algunos trastornos: puede existir mejoria, pero
los efectos son temporales, y los tratamientos deben repetirse a intervalos
regulares. Los siguientes ejemplos son simplemente ilustrativos del progreso
actual y de las dificultades:

Deficiencia de Adenosina deaminasa

La primera terapia génica que tuvo éxito aparente se inicié en 1990.
El primer paciente fue una nifia que sufria una enfermedad hereditaria
recesiva muy rara, la deficiencia en adenosina desaminasa (ADA). La enzima
ADA esta implicada en la via de rescate de las purinas para la degradacion
de los acidos nucleicos, y es una enzima constitutiva sintetizada por muchos
tipos celulares diferentes. Una deficiencia heredada en esta enzima incide
particularmente en los linfocitos T, una de las clases principales de células
del sistema inmune. La consecuencia es que los pacientes ADA presentan
una inmunodeficiencia combinada grave. Esta grave enfermedad era
particularmente accesible a la terapia génica por varias razones: el gen ADA
es pequefo, y habia sido clonado y estudiado de manera exhaustiva con
anterioridad; las células diana son linfocitos T, que son de facil acceso y
cultivo, lo cual permite terapia génica ex vivo; el trastorno es de herencia
recesiva y, cosa importante, la expresion del gen no esta sometida a un
control estricto (los individuos normales presentan un enorme rango en sus
cantidades de enzima, que va del 10 al 5000% de las cantidades promedio).
La observacion que el trasplante de médula ésea podia curar la enfermedad
sugirio que el trasplante unicamente de linfocitos T podria ser suficiente, y se
habia observado que la transferencia de genes ADA normal a linfocitos T
ADA restauraba el fenotipo normal. Existen tratamientos alternativos para la
deficiencia de ADA. De hecho, el tratamiento de eleccién es el trasplante de
médula ésea siempre y cuando se disponga de un donante hermano
perfectamente compatible en el sistema HLA. En estos casos se obtiene



cerca de un 80% de curaciones. Para nifilos que no disponen de esta opcion,
existe una opcion alternativa, que es la terapia de sustitucion enzimatica.
Esta terapia consiste en inyecciones intramusculares semanales de
ADA conjugada con polietilenglicol (PEG). EI PEG estabiliza la enzima,
permitiendo que sobreviva y funcione en el organismo durante dias.
En esencia, la estrategia de terapia génica de ADA implicé cuatro
pasos:

1. clonacion de un gen normal de ADA en un vector retrovirico;

2. transfeccion del ADA recombinante a un cultivo de linfocitos T ADA
derivados de la paciente;

3. identificacion de los linfocitos T ADA+ resultantes, y expansion posterior
mediante cultivo;

4. reimplantacion de estas células en la paciente.

Esta estrategia es so6lo un tratamiento, no una curacion, ya que ésta
requeriria la transferencia con éxito del gen normal a células madre de la
médula ésea. El problema para conseguir la curacion definitiva se debe a la
enrome dificultad para aislar células madre de meédula ésea y como
consecuencia de ello se tuvo que administrar a la paciente inyecciones
repetidas del enzima a distintos intervalos de tiempo. Ello ha dificultado
evaluar la eficacia terapéutica del gen ADA. La medicion de diferentes
parametros relacionados con la producciéon de anticuerpos y funcion de
linfocitos T permitié obtener evidencias de que el tratamiento estaba teniendo
el efecto deseado de estimulacion del sistema inmune. En paralelo, se han
obtenido evidencias de mejoria clinica: la frecuencia de infecciones ha
disminuido enormemente cuando se compara con la incidencia antes del
tratamiento. La eficacia de la terapia del gen ADA sigue siendo dificil de
evaluar, debido a que los pacientes fueron tratados simultdneamente con
PEG-ADA.

Hipercolesterolemia familiar

Esta enfermedad esta provocada por una deficiencia hereditaria
dominante en los receptores de la lipoproteina de baja densidad (LDL), que
normalmente son sintetizados en el higado. Se caracteriza por la aparicion
prematura de enfermedades coronarias. Aproximadamente el 50% de los
hombres heterozigotos afectados mueren hacia los 60 afios, a no ser que
reciban tratamiento. Debido a que es un trastorno genético muy comun, de
vez en cuando aparecen homozigotos. Estos individuos sufren la aparicion
precoz de la enfermedad y se va agravando progresivamente, muriendo de
infarto de miocardio habitualmente hacia el final de la infancia.

El higado, al ser un organo interno solido, puede no parecer la
eleccion ideal para dirigir una terapia génica. Sin embargo, los hepatocitos



pueden cultivarse in vitro y, bajo estas condiciones, son susceptibles de ser
infectados por retrovirus. La terapia génica ex vivo paso a ser una posibilidad
el dia que se demostré en animales que los hepatocitos cultivados podian
ser inyectados via el sistema porta (las venas que drenan del intestino
directamente al higado) tras lo cual aparentaban anclarse en el higado. La
terapia génica supuso la remocion quirdrgica de una porcion grande del
I6bulo izquierdo del higado del paciente, la disgregacion de las células
hepaticas y su siembra en cultivo antes de la infecciébn con retrovirus que
contenian un gen del receptor humano normal de las LDL. Las células
genéticamente modificadas fueron reintroducidas en el paciente por infusion
a través de un catéter implantado en una rama del sistema venoso portal. La
relacion LDL/lipoproteinas de alta densidad (HDL) bajé después de la terapia
génica, y tal mejoria se mantuvo durante un periodo prolongado.

Fibrosis quistica

La fibrosis quistica es una enfermedad autosdmica recesiva en la
que hay un transporte defectuoso de iones cloruro a través de las células
epiteliales, debido a mutaciones en un gen CFTR, que codifica un canal de
cloro. La expresion primaria del defecto se encuentra en los pulmones: se
acumula una secrecidbn mucosa pegajosa que favorece las infecciones
cronicas. Debido a que no hay métodos para cultivar células de pulmén
rutinariamente en el laboratorio, se han adoptado estrategias de terapia
génica in vivo. Como las células del epitelio respiratorio son células
diferenciadas, no se pueden emplear vectores retroviricos. En lugar de ello
los ensayos de terapia génica se han realizado utilizando vectores de
adenovirus o liposomas como vehiculos para la trasfeccion de un minigén
CFTR de tamafio adecuado. La via de aplicacion es la broncoscopia o a
través de la cavidad nasal. El primer protocolo basado en adenovirus
comenzo en 1993, y a pesar de que los datos preliminares han confirmado la
transferencia del gen al epitelio respiratorio in vivo, hay importantes reservas
respecto de la seguridad del procedimiento debido a reacciones inflamatorias
importantes en el tratamiento con adenovirus.

3.5. Terapia génica contra el cancer

En marcado contraste con los pocos ensayos de terapia génica
para los trastornos hereditarios, en la actualidad hay en curso numerosos
ensayos clinicos de terapia génica contra el cancer. Aunque en principio una
terapia génica contra el cancer exigiria un conocimiento profundo del origen
de éste, en la mayoria de los casos la terapia génica permite la eliminacion
dirigida de las células cancerosas sin tan siquiera conocer su etiologia
molecular. Las principales estrategias utilizadas son:



3.5.1. Estrategias generales:

Supresion artificial de células cancerosas.- Se puede insertar en
las células tumorales el gen codificante de una toxina (por ejemplo la cadena
A de la toxina diftérica), o un gen que confiera sensibilidad a una droga o
farmaco, genes asesino-suicidas, (por ejemplo la timidina quinasa del herpes
simplex). Muchos de estos genes provocan un efecto colateral en células
adyacentes. Estas estrategias se estan utilizando en el tratamiento de
glioblastomas, tumores cerebrales muy agresivos.

Estimulacion de la supresion natural de las células
cancerosas.- Los tumores por su propia idiosincrasia no son inmunogeénicos
ya que de haberlo sido no hubieran prosperado. Se puede potenciar la
inmunogenicidad de un tumor, por ejemplo, mediante la insercion de genes
codificantes de antigenos foraneos o de citocinas, que son moduladores de
la actividad del sistema inmune. La presencia de estas modificaciones
producian una activacion del sistema inmune que favorecia el
reconocimiento tumoral.

Otra estrategia es el desarrollo de vacunas recombinantes  para
la prevencion y el tratamiento de tumores malignos. Algunos células
tumorales presentan en su superficie marcadores especificos, estos
antigenos tumorales se expresan en bacterias atenuadas como el BCG, y se
pueden utilizar para inmunizar frente a ciertos tumores (esta estrategia se
esta ensayando con melanomas).

Proteccion de tejidos circundantes normales de los efectos de
la quimio o radioterapia.- La proteccion de tejidos de la toxicidad sistémica
de la quimioterapia se puede conseguir, por ejemplo, introduciendo el gen de
tipo 1 de resistencia a multiples drogas.

3.5.2. Tumores que resultan de la activacion de onc  ogenes:

Inhibicién selectiva de la expresion del oncogén.- Se pueden
dirigir oligonucleotidos antisentido o ribozimas especificas de gen para unirse
y digerir el ARNm del oncogén. También se podria inhibir la transcripciéon del
gen mediante la formacion de hélices triples tras la transferencia de
oligonucledtidos especificos y complementarios del gen. También se
emplean anticuerpos intracelulares u oligonucleétidos aptameros para unirse
especificamente a la oncoproteina e inactivarla.

3.5.3. Tumores derivados de la inactivacion de un's  upresor de
tumores:

En estos casos se introduce en las células tumorales la forma
salvaje del gen
supresor de tumores que no era funcional en las células cancerosas. Hay
ensayos clinicos de terapias de sobresiéon del gen p53 en tumores de pulmén



con resultados variables.

Aunque los ensayos génicos ex vivo son mas frecuentes, en
algunas terapias tumorales se administran in vivo vectores retrovirales que
poseen la ventaja de que infectan especialmente a las células tumorales, ya
qgue sélo infectan células en division activa. Estos ensayos se han realizado
fundamentalmente en el tratamiento de tumores cerebrales.

En la tabla siguiente se muestran ejemplos de ensayos en curso de
terapia génica contra el cancer:

3.6. Terapia génica para enfermedades infecciosas

Las estrategias de terapia génica para el tratamiento de
enfermedades infecciosas son ligeramente diferentes. Estrategias comunes
con las terapias génicas contra el cancer son la induccion de una respuesta
inmune especifica o la eliminacién especifica de las células infectadas.
Ademas, y de forma cada vez mas extendida, la terapia génica de
enfermedades infecciosas permite plantear estrategias dirigidas a afectar el
ciclo vital del agente infeccioso, reduciendo su capacidad de llevar a cabo
una infeccién productiva. Algunos agentes infecciosos son genéticamente
estables.

Sin embargo, existen otros que pueden estar en rapida evolucion vy,
casi de la misma manera que las células cancerosas, resultan probleméaticos
para cualquier terapia general. El ejemplo clasico es el SIDA, donde el
agente infeccioso, HIV-1, muta rapidamente.

Los ensayos clinicos en curso para tratar enfermedades infecciosas
con terapia génica se dirigen fundamentalmente a tratar pacientes de SIDA.
El agente infeccioso para este trastorno es una clase de retrovirus conocido
como HIV-1, capaz de infectar linfocitos T colaboradores, un subgrupo de
células del sistema inmune de importancia crucial. Existen tres
caracteristicas del HIV-1 que lo hacen especialmente perjudicial: i) acaba
matando las células T colaboradoras (dejando en consecuencia al paciente
susceptible a otras infecciones), ii) el provirus tiende a persistir en estado
latente antes de activarse repentinamente (la falta de produccién de virus
durante la fase de latencia complica el tratamiento con farmacos antiviricos),
y iii) la tasa de mutacién del genoma de HIV-1 es muy elevada.

En principio, se pueden disefiar varias estrategias para tratar el
SIDA con terapia genica. Como en el caso de la terapia génica
anticancerosa, se puede intentar eliminar directamente a las células
infectadas (insertando un gen que codifique una toxina o una prodroga), o se
puede adoptar una estrategia indirecta, potenciando la respuesta inmune
contra las células afectadas. Por ejemplo, se puede transferir un gen que
codifigue un antigeno de HIV1, tal como la proteina de la envoltura gp120, y



expresarlo en el paciente de forma que provoque una respuesta inmune
contra el virus HIV-1, o bien se puede estimular el sistema inmune del
paciente transfiriendo y expresando un gen que codifique alguna citocina, tal
como un interferon. Otra estrategia general, aplicable a todos los trastornos
causados por agentes infecciosos, es encontrar una forma de interferir con
su ciclo vital. Existen varias estrategias disponibles, basicamente se ha
intentado la inhibicion a tres niveles:

» Bloqueo de la infeccion . El HIV-1 infecta normalmente a los linfocitos T,
uniéndose a través de la proteina gpl120 de su envoltura al receptor CD4 de
la membrana del linfocito. La transferencia de un gen que codifica una forma
soluble del antigeno CD4 (sCD4) a los linfocitos T o a células
hematopoyéticas, y su expresion posterior, resultara en sCD4 circulante. Si la
concentracion de sCD4 circulante es suficientemente alta, cabe pensar que
la union de sCD4 a la proteina gpl20 de los virus inhibira la infeccion a los
linfocitos T sin afectar a su funcién.

* Inhibicion de la sintesis de ARN viral.  La produccion de ARN del HIV-1
puede ser inhibida selectivamente mediante estrategias estandar antisentido
o de ribozimas, y también mediante el uso de sefiuelos de ARN que son
secuencias cortas artificiales de ARN que pueden competir por la unién de
proteinas reguladoras de la replicacién del gen y posiblemente inhibir de esta
forma la unidn de estas proteinas con sus dianas fisioldgicas.

* Interferencia con la funcion de proteinas virales. Existen numerosas
estrategias diferentes. Una de ellas es el disefio de anticuerpos intracelulares
contra las proteinas de HIV-1, como por ejemplo proteinas de la envoltura.
Otra estrategia implica introducir genes que codifican proteinas de HIV-1
mutantes, capaces de unirse e inactivar proteinas de HIV-1.



4.- PARTE TERCERA: TECNOLOGIA DEL
ADN RECOMBINANTE

4.1- CLONACION ACELULAR Y CLONACION CELULAR

Antes de comenzar este apartado recordaremos el concepto de
clonacion. Entendemos por clonacion el proceso de obtencion de un clon,
siendo un clon un conjunto de moléculas, células, tejidos, Organos o
individuos, caracterizados por ser genéticamente idénticos o dicho de otro
modo por contener la misma informacién genética, que es igual a la del
elemento de partida, es decir el elemento que ha sido clonado. Por tanto
podemos clonar desde moléculas hasta individuos completos. El proceso de
clonacion es pro tanto un mecanismo de amplificacion genética. Se suele
decir que cada uno de los elementos que constituyen un clon también es un
clon.

Imaginemos que tenemos un clon de bacterias, formado por un
conjunto de células genéticamente idénticas, nos podemos referir a cada una
de esas células aisladas como un clon ya que al dividirse es capaz de formar
otro conjunto de células genéticamente idénticas, es decir un clon.

La clonacién es un proceso fisioldgico, por ejemplo las células que
forman un individuo son clénicas, todas ellas son genéticamente idénticas ya
gque se han originado por sucesivas divisiones del cigoto. Los gemelos
univitelinos son individuos clonicos.

La clonacion desde el punto de vista biotecnoldgico es interesante
ya que constituye un procedimiento para la multiplicacion de moléculas de
acidos nucleicos (ADN o ARN), células, tejidos o individuos completos bien
sean animales o vegetales.

En esta parte del modulo nos estudiaremos la clonacion de
moléculas de &cidos nucleicos, fundamentalmente ADN. Para ello se pueden
utilizar sistemas acelulares, basados en la amplificacibn en cadena de la
polimerasa o PCR, o sistemas celulares, basados en la introduccion de las
moléculas que se desea clonar en células para su amplificacion. Ello se
realiza mediante la tecnologia del ADN recombinante que estudiaremos en
este modulo. El resto del médulo esta dedicado a la clonacion celular.

4.2. VECTORES DE CLONACION

El proceso de clonacién celular basicamente consiste en unir la
molécula que se desea clonar a otra, denominada vector, con la finalidad de
gue una vez introducida en una célula hospedadora adecuada (bacteria,
levadura, células de mamiferos, etc.) pueda ser copiada (replicada) cuando
ésta se divide. Para introducir fragmentos de ADN de interés en una célula
hospedadora se necesitan unos vehiculos que estabilicen el fragmento,
permitan su replicacion, y por lo tanto lo transmision a la descendencia, asi



como en algunos casos hagan posible su expresion. Tales vehiculos se
denominan vectores de clonacion. Los vectores deben ser moléculas de ADN
bien caracterizadas que posean un origen de replicacion, y en algunos casos
también deben tener sefiales para la expresion del fragmento que
transportan. Existen varios tipos de vectores utilizados fundamentalmente
para introducir ADN en bacterias:

1.- Plasmidos. Son pequefias moléculas de ADN bicatenario
circular que contiene muy pocos genes. Son intracelulares y se transmiten a
las células hijas tras la division celular. Algunos de estos plasmidos contiene
genes que confieren resistencia a farmacos a la célula bacteriana. Son
especialmente Utiles para la clonacion de fragmentos de ADN pequefios en
células bacterianas y eucariotas sencillas. También existen plasmidos que
pueden ser utilizados para clonar ADN en células de mamiferos.

2.- Bacteriéfagos. Son virus capaces de infectar bacterias. Suelen
tener un and bicatenario, circular o lineal, y tienen vida fuera de las células
gue infectan. Nos permiten clonar fragmentos de hasta 23 kb. Estos vectores
se utilizan normalmente para la obtencién de genotecas de ADN gendmico y
de ADNCc.

3.- Cosmidos. Vectores hibridos entre plasmidos y fagos. Permiten
incorporar fragmentos de ADN de hasta 45 kb. Se forman incorporando al
plasmido unos segmentos procedentes del genoma de bacteriéfago |,
denominados sitios cos, los cuales son reconocidos por la maquinaria
empaquetadora del fago, permitiendo el empaquetamiento del fragmento de
ADN foraneo en el interior de particulas virales. Son muy empleados para
construir bibliotecas gendmicas. Los c6smidos recombinantes son
empaquetados dentro de virus y se mantienen como plasmidos cuando
infectan una bacteria.

4.- Fagos de cadena sencilla. Un ejemplo es el fago M13. Tras la
infeccion de E. coli se convierte en una forma replicativa de doble cadena
que puede ser purificada y utilizada en la clonacién. Tras la infeccion, se
obtienen fagos que contienen ADN de cadena sencilla que pueden ser
utilizados directamente para determinar su secuencia de nucleoétidos.

5.- Vectores de expresion. Contienen las secuencias necesarias
para la expresion del ADN foraneo, es decir, contiene las sefales necesarias
para la transcripcion y la traduccion. Una estrategia muy utilizada consiste en
clonar el ADN foraneo dentro del gen de la b-galactosidasa, con lo que los
elementos de control de esta proteina (promotor, sitio de unién al ribosoma,
etc.) son empleados para producir una proteina de fusion.



4.3.- CONSTRUCCION DE MOLECULAS DE ADN
RECOMBINANTE.CLONACION DE GENES

Los acontecimientos esenciales del proceso de clonacion de una
molécula de ADN son las siguientes:

1. Unién de la molécula de ADN, generalmente un fragmento, a un
vector. La molécula resultante se denomina ADN recombinante o quimera.

2. El vector actia como un vehiculo transportando el fragmento de
ADN al interior de la célula hospedadora.

3. En el interior de la célula hospedadora el vector recombinante se
multiplica, produciendo copias idénticas de él mismo y por lo tanto del
segmento de ADN que transporta.

4. Cuando el hospedador se divide, se transmiten a la progenie
copias de la molécula de ADN recombinante, donde se vuelve a multiplicar.

5. Después de un elevado niumero de divisiones celulares, la célula
original ha formado un conjunto de células idénticas genéticamente,
denominado clon, el fragmento de ADN transportado por la molécula de ADN
recombinante se dice que ha sido clonado.

Por tanto, los pasos para clonar un fragmento de ADN son:

* Cortar el ADN que se desea clonar con una enzima de restriccion.

» Cortar el vector con la misma enzima de restriccion para obtener

extremos compatibles.

* Sellar las uniones mediante la enzima ADN ligasa.

* Introducir el vector recombinante en el hospedador.

» Multiplicar el hospedador para obtener mdultiples copias del

fragmento de ADN.

» Purificar el plasmido recombinante amplificado o inducir la

expresion del fragmento clonado.

El proceso de clonacion se ilustra en la siguiente figura:
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Como se comentd anteriormente la clonacion de una molécula de

ADN permite amplificarla, obteniendo una gran cantidad de la misma con la
finalidad por ejemplo de realizar estudios de tipo estructural, o bien obtener
gran cantidad de la proteina que codifica.

4.4.- CONCEPTO Y CONSTRUCCION DE GENOTECAS

Una genoteca es una coleccion de fragmentos de ADN
representativos de los genes o del ADN gendmico de un organismo, tejido o
célula. Las genotecas obtenidas a partir del ADN gendmico se denominan
gendmicas, y las obtenidas a partir de los ARN mensajeros se llaman
genotecas de ADNc o cDNA si conservamos el acronimo inglés. Estas
Gltimas estan formadas por una coleccion de fragmentos de ADN que
representan los genes que se expresan en un tejido, érgano o tipo celular
determinado. Los fragmentos se encuentran contenidos en vectores
adecuados, y estos se multiplican en células hospedadoras.
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Asi, puede definirse una biblioteca génica como un conjunto de
clones que representa los genes o0 ARN mensajeros de un organismo, tejido
0 célula. Las principales caracteristicas de la genotecas gendémicas y de
ADNCc se resumen en la siguiente tabla:

PRINCIPALES CARACTERISTICAS DE LAS GENOTECAS

Genomicas

cDNA

Representan a todos los genes de un
Organismo.

Representan a los mensajeros
expresados en un tejido.

Fragmentos de DNA de elevado
tamano.

Fragmentos de DNA de menor
tamano.

No colas de poli-A.

Colas de poli-A.

Contienen secuencias reguladoras de
la expresion genica (enhancers, sitios
de union de factores de
transcripcion, etc.).

No contienen secuencias reguladoras
de la expresion genica.

Contienen secuencias codificadoras
(exones) v no codificadoras
(intrones).

Solo contienen secuencias
codificadoras (exones).



Una vez obtenida la genoteca, tendremos representado en
fragmentos (cada fragmento correspondera a un clén) todo el genoma de la
especie que estemos estudiando (si se trata de una genoteca de ADN
gendmico). Esta genoteca nos permitira, por ejemplo, obtener un clon
(mediante hibridacion con una sonda especifica) que contenga el fragmento
de ADN donde se encuentra el gen que estamos buscando, permitiendo su
secuenciacion y caracterizacion.

En el caso de las genotecas de ADNc, podemos obtener distintos
tipos, de forma que representen cada una de ellas los transcritos presentes
en distintos tejidos, o bien obtener genotecas del mismo tejido, pero en
diferentes estadios del desarrollo. Esta ultima clase de genotecas nos
permitiria investigar por ejemplo qué genes que se expresan en un tejido en
un momento dado del desarrollo. Como ya vimos en el médulo 2, este tipo de
genotecas también son muy uUtiles cuando se lleva a cabo una estrategia de
tipo funcional para identificar el gen asociado a una determinada
enfermedad.

4.5.- MANIPULACION GENETICA DE
MICROORGANISMOS

Manipular genéticamente un organismo quiere decir alterar por
parte del hombre su material hereditario, con algun propdsito. Un tipo de
manipulacion frecuente consiste en introducir nuevas moléculas de ADN,
para aumentar su niumero, para producir una proteina foranea en él, etc. La
introduccién de una molécula foranea de ADN en bacterias o levaduras sigue
basicamente las siguientes etapas:

Aislamiento del fragmento de ADN que queremos introducir. Si pretendemos
expresar una proteina utilizaremos Unicamente su region codificante, sin la
presencia de intrones. Los siguientes pasos se centran en el caso de que
gueramos expresar una proteina foranea en un microroganismo.

Preparacion de un gen quimérico que contiene la region codificante de la
proteina de interés (ADNc) unida a una region promotora caracteristica de
los genes del microorganismo. Con ello se persigue que obtener la
trascripcion eficaz del gen quimérico en el microorganismo. Muchas veces se
utilizan promotores inducibles de forma que la sintesis de la proteina se inicie
poco antes de recolectar los microorganismos para evitar que la expresiéon de
la proteina interfiera con el crecimiento de la bacteria o levadura. El gen
guimeérico se incorpora a un vector de expresion, que puede ser un plasmido.
El vector, ademas de las secuencias que permiten la union de la ADN
polimerasa para su replicacion (sitio ORI), contiene un gen que permita
distinguir y seleccionar aquellos microorganismos que incoroporen el ADN



foraneo. Este gen se denomina de seleccion y puede:
- Conferir resistencia a algun antibiotico, lo que permitira seleccionar
a aguellos microorganismos que contengan este plasmido de los
gue no lo hallan captado.
-Permitir la sintesis de algiin compuesto esencial para el crecimiento
(por ejemplo algun aminoacido). Asi las células que contengan este
plasmido podran crecer en un medio que carezca del compuesto y
el resto no, siendo de esta forma seleccionadas.

Introduccién del vector que contiene el gen quimérico en el microorganismo
hospedador. Diferentes técnicas permiten este proceso, como la
electroporacién, en la que una corriente eléctrica de alto voltaje origina poros
transitorios en la membrana plasmatica permitiendo la entrada de los
plasmidos al interior celular. También se puede someter a las células
receptoras a un choque térmico con el fin de facilitar la entrada del ADN
recombinante.

Amplificacion del vector recombinante y expresion de la proteina: la
amplificacion se consigue mediante el crecimiento del microorganismo. El
plasmido contiene secuencias de reconocimiento de la ADN polimerasa
bacteriana que lo replica. Como se comenté anteriormente, cuando se
considera que la amplificacion del plasmido ya es adecuada, se procede a
inducir la expresion del gen de interés para que la sintesis de la proteina se
inicie poco antes de la recoleccién de las células.

El crecimiento de las bacterias a escala industrial se realiza en grandes
biorreactores que proporcionan el ambiente necesario para el crecimiento,
con temperatura adecuada y suministro constante de nutrientes y eliminacion
de productos de deshecho.

Purificacion de las proteinas recombinantes tras la lisis de los
microorganismos. Normalmente la proteina de interés constituira entre un 1y
10% de la proteina total, y la purificacion se puede conseguir facilmente en
unas cuantas etapas. Un proceso similar al descrito se utiliza para producir
insulina humana recombinante, utilizada rutinariamente en la clinica, a gran
escala en la bacteria Escherichia Coli.

4.6.- MANIPULACION GENETICA DE CELULAS Y
ORGANISMOS ANIMALES

La expresion de proteinas eucariotas que presentan un
procesamiento posttrascripcional complejo no puede realizarse en bacterias,
siendo necesaria su expresion en células u organismos animales.



4.6.1. Manipulacion genética de células eucariotas

El proceso seguido es similar en su planetamiento general al
descrito en el apartado anterior. En primer lugar, es necesario clonar la
region codificante del gen que se quiere expresar, para obtener cantidad
suficiente de ADN. EIl proceso de clonacion suele hacerse en bacterias, ya
que su manejo es mucho mas rapido y sencillo que el de las células
eucriotas. Este ADNc se introduce en un vector de expresion para células
eucariotas que contiene una region promotora que puede ser reconocida por
la ARN polimerasa Il eucariota. Muchas veces se utilizan promotores
inducibles, o especificos de tejido, y también promotores virales que originan
una tasa de expresion muy elevada. El vector contiene también genes que
permiten su seleccion tanto en la amplificacion en bacterias como en las
células eucariotas.
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Expresion de proteinas exdgenas en células eucariotas. En el esquema
siguiente se observa la estructura de un vector de expresion tipico con la
region Ori (origen de replicacién en bacterias), un gen de seleccion AmpR
que permite su seleccidbn en la amplificacion en bacterias al conferir
resistencia al antibiotico ampicilina, otro gen de seleccion a ciertos farmacos
gue permite la selecciéon de las células eucariotas que han aceptado el
plasmido, y por ultimo el gen de interés que se quiere clonar. El plasmido,
tras ser amplificado en bacterias (este paso no aparece en el esquema), se



introduce en las células eucariotas que posteriormente se someten al
tratamiento con una droga toxica. Sélo las células que han integrado el
plasmido son capaces de sobrevivir a este tratamiento porque contienen un
gen de seleccion que lo permite. En algunos casos el ADN se integra en el
ADN cromosomico y las células estas transformadas de forma estable. El
cultivo en un medio adecuado permitira la produccion de la proteina
terapéutica cuyo ADNCc se ha introducido.

Los plasmidos son amplificados en bacterias, por esto también
contienen las secuencias que permiten la union de la ADN polimerasa (Ori).
El ADN clonado y amplificado en bacterias se purifica y se introduce en
células eucariotas en cultivo (figura 1). Existen numerosas técnicas que
garantizan este proceso, denominado transfeccion. Entre ellas estan la co-
precipitacion con fosfato calcico, o la utilizacion de liposomas, que facilitan la
endocitosis de los plasmidos por la célula; también se emplea
electroporacién, asi como virus animales, ya que son muy eficaces para la
introduccion de material genético. Estos se analizaran con mas detalle en el
capitulo de terapia génica.

El gen quimérico que contiene el ADNc de interés puede
introducirse en las células dentro del plasmido original, o bien se puede
liberar de éste cortando con enzimas de restriccidon, para introducirlo como
un fragmento de ADN lineal. EI ADN foraneo una vez en el interior de la
célula puede insertarse en los cromosomas 0 puede mantenerse como un
episoma. En el primer caso, si la célula se divide el ADN se replicara con el
ADN endogeno, y se transmitira a cada una de las células hijas, hablamos
entonces de transfeccion estable. En el segundo caso, el ADN se puede
replicar extracromosdmicamente (si contiene un origen de replicacion) pero
puede no segregarse a todas las células hijas, dando lugar a una expresion
transitoria. La proteina expresada se purifica del resto de proteinas tras la
lisis de las células.

4.6.2. Manipulacion genética de organismos animales

Los genes clonados de interés se pueden introducir en células
animales totipotentes, capaces de dar lugar a las células diferenciadas de un
animal adulto (pueden ser oocitos fecundados o células madre
embrionarias). Estas células totipotentes modificadas genéticamente son
capaces de contribuir al desarrollo de animales completos, obteniéndose asi
animales transgénicos que expresan las proteinas deseadas en todas sus
células o de manera especifica en algun tejido.

Aunque el ratén de laboratorio ha sido el animal preferido para los
estudios de transgénesis, son los animales de granja (ovejas, cabras y
vacas) los principales candidatos para la produccién de proteinas exdégenas
a escala industrial. Las regiones codificantes de las proteinas de interés se
unen normalmente a promotores de genes que se expresan de manera



especifica en un tejido, por ejemplo en la glandula mamaria, en el caso del
gen de la b-lactoglobulina. De esta forma se consigue que el la proteina
deseado sea segregada en la leche, un fluido facilmente accesible desde el
gue se puede purificar la proteina, para por ejemplo su posterior uso clinico.
Para construir un animal completamente transgénico (en el que todas las
células nucleadas contengan el ADN de interés insertado) se pueden adoptar
dos estrategias generales. Una de ellas implica la integracién al azar del
ADN exogeno en el and cromosomico de un oocito fecundado. La segunda
implica la integracién del ADN en una fase post-zigotica, empleando células
embrionarias totipotentes (ES). Este ultimo procedimiento genera animales
parcialmente transgénicos, pero siempre y cuando una proporcion razonable
de las células germinales contenga el ADN introducido, los animales
fundadores pueden cruzarse hasta consolidar la linea, obteniendo
descendientes completamente transgénicos. Los dos métodos mas utilizados
para obtener animales transgénicos se describen a continuacion.

Microinyeccién de pronudcleos

Para obtener animales transgénicos por esta via se provoca la
sobre-ovulacion de las hembras, que son apareadas con machos fértiles. Al
dia siguiente, los oocitos fecundados se recogen de los oviductos. Una vez
obtenidos los oocitos fecundados, se microinyecta el ADN de interés al
pronucleo masculino utilizando un micromanipulador (figura 2). Los oocitos
gue sobreviven a la inyeccion se reimplantan en los oviductos de madres
adoptivas y se permite su desarrollo hasta animales maduros. Durante el
procedimiento, el ADN microinyectado (el transgén) se integra al azar en el
ADN cromosoémico, casi siempre en un unico sitio, a pesar de que a veces se
han detectado dos sitios de integracion en un mismo animal. Los sitios
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Construccion de ratones transgénicos por inyeccion en el proniacleo masculino. Se
utilizan dos micropipetas de vidrio: una de ellas, la de sostén, tiene permite
inmovilizar a un oocito fecundado mediante la aplicacion de una ligera succién. La
otra pipeta, la de microinyeccion, tiene una punta muy fina permite llegar al pronucleo
masculino (mayor que el femenino), para inyectar una solucion acuosa del ADN
deseado. El ADN introducido se puede integrar en el ADN cromosomico, lo que da
lugar a transgenes que suelen contener multiples copias colocadas cabeza con cola. Los
oocitos que sobreviven despues de este proceso son reimplantados a los oviductos de
madres adoptivas pseudogestantes (que han sido apareadas con un macho
vasectomizado; ya que el coito permite iniciar los cambios fisiologicos en la hembra
que estimularan el desarrollo de los embriones implantados). Finalmente se
comprueba por PCR si los ratones resultantes del desarrollo de los embriones
'1111}11'L111tac105 contienen el trasgen inyectado (Fig. 19.16 de Strachan v Read, Genetica
Molecular Humana, 1999).

de integracion pueden contener multiples copias de los transgenes,
integrados en los cromosomas como encadenados cabeza-cola (no es
inusual encontrar 50 0 mas copias en un mismo sitio de insercién). Como
consecuencia de la integracion en el cromosoma, los transgenes pueden ser
transmitidos a las generaciones siguientes siguiendo un patrén mendeliano.

Inyeccién en blastocistos de células madre embriona rias genéticamente
modificadas

La microinyeccion de ADN foraneo en oocitos fecundados es
técnicamente dificil y no es adecuada para la produccion a gran escala de
animales transgénicos o para realizar manipulaciones genéticas sofisticadas.
Una alternativa frecuentemente utilizada consiste en transferir el ADN
foraneo a células embrionarias totipotentes (ES). Estas células se obtienen
de la masa celular interna del blastocisto de embriones tempranos. Las
células ES pueden ser cultivadas in vitro, y son capaces de diferenciarse en
cualquier tipo celular, cuando se reubican en un blastocisto huésped y se
reimplantan en una madre pseudogestante. El embriébn que se desarrolla
recibe se denomina de quimera* ya que contiene dos poblaciones de células
derivadas de zigotos diferentes: las células del blastocisto, y las células ES
implantadas. Si las dos lineas de células derivan de ratones con pelaje de
color diferente, la descendencia quimérica puede ser facilmente identificada.
El empleo de células ES genéticamente modificadas da lugar a ratones
parcialmente transgénicos. Debido a que las células ES inyectadas pueden
originar toda o a parte de la linea germinal de la quimera (en los casos
menos favorables pueden no contribuir a la formacion de la linea germinal,
cosa que no es infrecuente). A partir de los ratones nacidos parcialmente



transgénicos (fundadores) se puede obtener ratones completamente
transgénicos. Para ello se cruzan un ratdon quimérico con otro de pelaje de
color recesivo respecto del de la cepa de células ES que se ha utilizado y se
examina la descendencia.
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Creacion de animales transgénicos por introduccion de células ES modificadas
genéticamente a blastocistos. Las células de la masa celular interna del blastocisto
se cultivaron tras la escision de los oviductos y el aislamiento de blastocistos a partir
de una cepa de ratén adecuada (cepa 129). Estas células madre embrionarias (ES,
por embryonic stem cells) retienen la capacidad de diferenciarse, en ultima instancia,
en los diferentes tejidos adultos del ratén. Las células ES pueden ser genéticamente
modificadas en cultivo, admitiendo la insercion de ADN foraneo o la introducciéon

de mutaciones sutiles. Una vez modificadas, las células ES pueden ser inyectadas en
blastocistos aislados de otra cepa de raton (por ejemplo, C57131 O/J, que posee un
pelaje negro recesivo respecto del color marrén de la cepa 129), y estos blastocistos,



por su parte, pueden ser implantados en madres adoptivas pseudo gestantes de la
misma cepa que el blastocisto. El posterior desarrollo del blastocisto introducido
produce ratones quiméricos, que contienen dos poblaciones de células (incluyendo
las células germinales) que derivan de zigotos diferentes. Esto se hace patente por el
pelaje no uniforme, con manchas de colores derivados de una u otra cepa. Los
retrocruzamientos de las quimeras con las cepas progenitoras y los posteriores
apareamientos consanguineos pueden producir ratones que son heterozigotos u
homozigotos para la modificacion genética.

Manipulacion dirigida de genes en animales

Este proceso denominado en inglés gene targeting permite mutar
un gen determinado previamente seleccionado. Esta mutacion puede
producir la inactivacion del gen, en cuyo caso hablamos de mutacion knock-
out, o cualquier otro tipo de cambio. Por tanto los animales portadores de
una mutacion knock-out en un gen determinado se denominan a su vez
knock-out. La manipulacién dirigida de genes se basa en la recombinacion
homologa. Basicamente el procedimiento consiste en introducir en una célula
embrionaria totipotente el gen portador de la mutacion que queremos
provocar, para que mediante recombinacibn homologa sustituya al gen
normal. Posteriormente se seleccionan las células en las que ha ocurrido la
recombinacion. Estas células son implantadas en blastocistos del animal
correspondiente, generalmente raton, los cuales una vez implantados en una
madre adoptiva daran lugar a ratones que contienen la mutacion.

La recombinacion homodloga es un fendmeno muy raro en células
de mamifero, y precisa que las secuencias implicadas en la recombinacion
sean altamente homologas. Para facilitar la deteccion de las células que han
sufrido la integracién del transgen, se utilizan genes marcadores. Uno de
ellos confiere resitencia a neomicina, gen neo. De esta forma el gen que se
desea introducir se incorpora a un vector que entre otras caracteristicas
presenta el gen neo. Existen dos tipos principales de vectores: de insercion y
de sustitucion. Los primeros modifican el locus seleccionado mediante una
Unica recombinacion. Los vectores de sustitucion permiten reemplazar parte
de la secuencia del gen seleccionado por la que nosotros hemos modificado,
mediante dos fenOmenos de recombinacion o mediante conversién génica.

Los ratones knock-out permiten obtener modelos de enfermedades
genéticas humanas recesivas. Sin embargo en muchas ocasiones el fenotipo
resultante de un raton knock-out es normal, como consecuencia de
mecanismos de redundancia genética que suplen la carencia del gen
mutado.

En ocasiones la inactivacion de un gen en todas las células de un
animal ocasiona la muerte de este en las primeras etapas del desarrollo
embrionario. Para evitar este problema se puede inactivar la expresion del
gen en determinadas células del animal.



Obtencidon de animales clénicos

La clonacion de animales se basa en la transferencia nuclear. La
transferencia nuclear requiere el concurso de dos células:

La célula receptora del ndcleo suele ser un 6vulo sin fecundar y reciente.
Esos Ovulos estan listos para empezar a desarrollarse en cuanto reciben el
estimulo apropiado.

La célula donante del nucleo es una célula del organismo que se quiere
copiar. Bajo un microscopio potente, se mantiene fijo mediante succion el
ovulo receptor en el extremo de una pipeta, y con una micropipeta muy fina
se absorben los cromosomas (en esa etapa los cromosomas estan bien
definidos y no hay membrana nuclear). Luego la célula donante, con su
nacleo desarrollado, se fusiona con el évulo receptor.

Algunas células fusionadas empiezan a desarrollarse como un
embrién normal y producen descendencia si se implantan en el Utero de una
madre de alquiler.
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Clonacién de animales a partir de células diferenciadas. El ejemplo que se muestra
corresponde a la estrategia seguida en la clonacién de la oveja Dolly, una oveja
blanca. La célula donadora del nucleo procedia de la glandula mamaria de una oveja
blanca de la que es clonica Dolly. Estas células de glandula mamaria se mantuvieron
en cultivo en condiciones adecuadas para que estuvieran en fase GO el ciclo celular.
El 6vulo receptor del nlcleo pertenecia a una oveja de otra raza con la cara negra. La
elecciéon de las células donadoras y aceptoras de nucleo de diferentes razas permite
apreciar rapidamente la participacion de cada una en el nuevo ser clonico, que es



idéntico al individuo que proporciono el nucleo celular. La estrategia detallada del
proceso se puede seguir en el dibujo.

En los experimentos en los que la célula donante del nucleo
procede de un cultivo celular, se adoptan medidas especiales para hacer
compatible ésta con la célula receptora (siempre un Ovulo). De forma
especial es importante coordinar los ciclos de replicacion del ADN y los de
produccion de ARN mensajero. Normalmente se opta por utilizar células
donantes cuyo ADN no se esta replicando en el momento de la transferencia.
Para ello, se trabaja con células que son obligadas a permanecer inactivas
mediante reduccién de la concentracién de nutrientes en el cultivo. Después
de la transferencia nuclear, se aplica al 6vulo hibrido pulsos de corriente
eléctrica para inducir la estimulacion que, en condiciones normales,
proporciona el espermatozoide.

Se han obtenido muchos animales clénicos hasta el momento
(ratones, conejos, ranas, vacas, ovejas y monos), en la mayoria de los casos
las células donadoras de nucleos son células embrionarias; sin embargo, se
han podido clonar animales a partir de células adultas totalmente
diferenciadas. La oveja Dolly fue el primer animal obtenido segun esta ultima
estrategia .

La posibilidad de obtener individuos clénicos a partir de células en
cultivo abre las puertas a la manipulacion genética de las células donantes
de nucleos, permitiendo la obtencién de animales transgénicos que ademas
son clonicos. Estos pueden, por ejemplo, producir proteinas humanas de
importancia clinica. Ya se ha visto anteriormente la técnica habitual para
obtener animales transgénicos requiere la microinyeccion de una
construccion génica (una secuencia de ADN que incorpora el gen deseado)
en un buen numero de huevos fecundados. Frente a ello, la clonacion de
animales a partir de nucleos de células en cultivo permitiria de una forma
mas rapida la obtencion de rebafios de animales de granja transgénicos
totalmente homogéneos para la produccién de proteinas con interés
farmacoldgico. Esta técnica se estad desarrollando actualmente en varios
centros de investigacion.

4.7.- AGENTES TERAPEUTICOS Y VACUNAS

Una vez que se ha caracterizado el gen responsable de una
enfermedad, es posible utilizar las herramientas de la genética molecular
para determinar su funcién y explorar los procesos bioldgicos implicados en
los estados normal y patoldgico. La informacion obtenida puede utilizarse
para diseflar nuevas terapias empleando estrategias convencionales
basadas en la administracion de farmacos o nuevas basadas en la capacidad
de clonar genes individuales, transferirlos a células receptoras y expresarlos;
de disefiar nuevas proteinas; y de inhibir especificamente la expresion de
dterminados genes. Estas nuevas estrategias terapéuticas pueden dividirse
en dos grupos generales, dependiendo de si el agente terapéutico es un



producto génico (proteina)/vacuna, o bien se trata del propio material
geneético: en el primer caso se trata de los farmacos y vacunas
recombinantes y en el segundo de la terapia génica propiamente dicha.

1. Farmacos y vacunas recombinantes obtenidos por ingenieria genética.
Podemos distinguir los siguientes tipos:

a) Productos génicos normales expresados en sistemas celulares
heterélogos adecuados para producir grandes cantidades de proteinas
médicamente valiosas.

b) Anticuerpos manipulados por ingenieria genética. Los genes de los
anticuerpos pueden manipularse para formar nuevos anticuerpos, incluyendo
anticuerpos parcial o completamente humanizados, para Su uso como
nuevos agentes terapéuticos.

c) Vacunas obtenidas por ingenieria genética. Nuevas vacunas contra el
cancer y vacunas contra agentes infecciosos.

2. Terapia génica. Utiliza directamente los &cidos nucleicos como agentes
terapeduticos.

4.7.1. Expresion de productos génicos normales ens  istemas
heterélogos

Muchas patologias humanas necesitan la administracion exogena
de proteinas que no pueden ser expresadas por el propio organismo. Por
ejemplo, las personas diabéticas necesitan el suministro continuado de
insulina, y los hemofilicos de Factor VIII de la coagulacion. Estos compuestos
se han obtenido tradicionalmente de animales (insulina) cuando la secuencia
de aminoacidos era suficientemente préxima como para no provocar
respuestas inmunes, o bien de sangre de donantes o de cadaveres. Estos
procesos ademas de extraordinariamente caros ofrecen multiples problemas
que se comentaran posteriormente.

Una vez que se ha clonado un gen humano, se puede obtener una
gran cantidad de producto génico recurriendo a sistemas adecuados de
clonacion por expresion. Esto suele implicar la expresion del gen de interés
en células bacterianas, que tienen la ventaja de que pueden cultivarse en
grandes volumenes, con lo que permiten la obtencién de gran cantidad de
producto. Incluso cuando se dispone de tratamientos consolidados, la
estrategia basada la expresion en sistemas heterélogos disminuye el riesgo
de transmitir enfermededades infecciosas. Por ejemplo, los diabéticos habian
sido tratados tradicionalmente con insulina extraida de vacas o cerdos. Sin
embargo, debido a la diferencia de secuencia de aminoacidos entre los
productos de estos animales y la insulina humana, estos productos resultan
potencialmente inmunogénicos y pueden producir efectos secundarios no
deseados en individuos muy inmunorreactivos.

La administracion de  productos humanos  purificados
bioquimicamente también tiene sus riesgos. Recientemente, muchos



hemofilicos han desarrollado SIDA como consecuencia del tratamiento con
factor VIII purificado a partir del suero de donantes humanos que no habian
sido cribados para la presencia del virus. La deficiencia en hormona del
crecimiento se trataba habitualmente con hormona del crecimiento humana
purificada. Sin embargo, algunos pacientes desarrollaban la enfermedad de
Creutzfeldt Jacob (un raro trastorno neurolégico que es el equivalente
humano del scrapie de las ovejas y de la enfermedad de las vacas locas)
debido a que la hormona habia sido extraida de un gran numero de
pituitarias de cadaveres humanos.

La insulina recombinante humana fue comercializada por primera
vez en 1982, y posteriormente se han comercializado otros muchos
productos de interés médico obtenidos a partir de genes humanos clonados.

Cuando la proteina terapéutica precisa determinado procesamiento
para ser activa, que solo suecede en células eucariotas (glicosilacion por
ejemplo) se debe recurrir a la expresion en organismos hospedadores
adecuados, tales como levaduras, células de mamiferos, etc. Cada vez se
estd prestando mayor atencion a la construccion de animales de granja
transgénicos, cuyos sistemas de modificacidn post-traduccional son mas
parecidos a los sistemas humanos. Por ejemplo, un gen humano clonado
puede fusionarse a un gen de oveja que especifigue una proteina de la
leche, y luego ser insertado en la linea germinal de la oveja. La oveja
transgénica resultante puede secretar grandes cantidades de la proteina de
fusion a la leche.

4.7.2. Anticuerpos manipulados por ingenieria genét  ica

La clonacion de los genes de las inmunoglobulinas humanas,
permite diseflar combinaciones artificiales de los segmentos de los genes de
las inmunoglobulinas, dando Ilugar a la denominada ingenieria de
anticuerpos. Los diferentes dominios de una molécula de anticuerpo vienen
codificados en exones distintos, por lo que el intercambio de dominios puede
realizarse facilmente en el ADN, recurriendo al barajado de exones entre
genes de anticuerpos diferentes.

Anticuerpos humanizados

Uno de los objetivos iniciales de la ingenieria de anticuerpos fue la
produccion de anticuerpos de roedor humanizados, es decir, anticuerpos
recombinantes entre roedores y humanos. Este proceso permite utilizar la
gran cantidad de anticuerpos monoclonales de ratdén con fines terapéuticos,
incluyendo los especificos contra antigenos humanos que son dificiles de
obtener en una respuesta inmune humana.

Las primeras versiones de estos anticuerpos contenian los dominios
variables de un anticuerpo de roedor, unidos a los dominios constantes de un
anticuerpo humano.

Como resultado la inmunogenicidad de los anticuerpos



monoclonales de roedor se reduce al ser empleados en seres humanos y al
tiempo, los lugares de unién al anigeno pueden seleccionarse para su
aplicacion terapéutica eficaz.

Se han conseguido anticuerpos humanizados de segunda
generacion gue contienen Unicamente las regiones hipervariables (CDR: los
lazos de unién al antigeno) de los anticuerpos monoclonales murinos. Ambos
tipos de anticuerpos humanizados han sido construidos contra una amplia
gama de patégenos microbianos y marcadores de superficie de células
humanas, incluyendo antigenos tumorales. En algunos casos estos han sido
utilizados en terapia génica.

Tabla 20.2: Ejemplos del potencial clinico de los anticuerpos humanizados
Diana Poencial clinico
CDws2 Linformas, vasculitis sistémica, artritis reumatoide
CD3 Trasplante de organos
CDh4 Trasplante de drganos, artritis reunatoide, enfermedad de Crohn
Receptor de |L-2 Leucemias y linfomas, trasplantes de organos, enfermedad de
rechazo del trasplante
TNF-cx Shock septico
HIV SIDA
RSV Infeccion virica respiratoria sincitial
HSV Infeccion por herpes neonatal, ocular y genital
Lewis-Y Cancer
p185HER? Cancer
PLAP Cancer
CEA Céancer
TNF, factor necrosante de tumores; HIV, virus de la inmunodeficiencia humana; RSV, virus del sarccma de
Rous; HSY, virus herpes simplex; p185'"™", receptor 2 del factor de crecimienta epidérmico humano; FLAF,
fosfatasa alcalina placentaria; CEA, antigeno carcinoembrionario. Derivado de Winter y Harris (1993).

Anticuerpos humanos

Se han adoptado dos estrategias para la construccion de
anticuerpos totalmente humanos. Los anticuerpos recombinantes se pueden
producir in vitro, expresandolos en fagos y después hacer la seleccion
imitando las estrategias de seleccion del sistema inmune.

Una segunda estrategia reciente ha sido el empleo de ratones
transgénicos que expresan Unica y especificamente inmunoglobulinas
humanas. Esta estrategia implica la transferencia a las células madre
embrionarias del raton de los loci humanos de las cadenas pesada y ligera
kappa de inmunoglobulinas. Los ratones transgénicos que se obtienen
producen un repertorio diverso de cadenas pesadas y ligeras de
inmunoglobulinas humanas. Cruzando estos ratones con ratones que estan
manipulados genéticamente para ser deficientes en la produccion de
inmunoglobulinas de raton, se obtuvo una cepa de ratones con elevada
produccion de anticuerpos, la mayoria de los cuales estaban compuestos por
cadenas pesadas y ligeras de origen humano. Estas cepas deberian permitir



el desarrollo de anticuerpos monoclonales totalmente humanos con potencial
terapéutico.

4.7.3. Vacunas obtenidas por ingenieria genética

Las vacunas constituyen el mayor logro de la medicina moderna. Se
ha logrado la proteccion frente a muchas enfermedades con las vacunas
clasicas. Sin embargo, hay muchas enfermedades para las cuales no se
logra una proteccién eficaz, bien porque los métodos clasicos de
inmunizacion no son eficaces, o porque comportan riesgos excesivos. La
inmunizacion clasica se logra inoculando antigenos aislados de patdgenos, o
bien patbgenos muertos o atenuados. Este ultimo método es el mas eficaz
porque desencadena una respuesta doble del sistema inmune: una
respuesta humoral de produccién de anticuerpos y una respuesta celular por
la activacion de ceélulas citotoxicas. Esta doble respuesta garantiza una
memoria a largo plazo del sistema inmune y por lo tanto una proteccion
permanente frente a ese patdgeno. La tecnologia del ADN recombinante esta
siendo aplicada a la construccion de nuevas vacunas que garanticen la
proteccion a largo plazo gracias al desarrollo de la doble repuesta inmunitaria
humoral y celular, evitando los riesgos de las vacunas vivas ya que aqui no
se inoculan microorganismos sino fragmentos de ADN que codifican
antigenos de esos microorganismos. También se esta utilizando esta
estrategia para obtener vacunas contra ciertos tipos de tumores.

Se estan aplicando diversas estrategias:

1. Inyeccion directa del ADN. Los fragmentos de ADN alcanzan el
interior de las células y llegar al nucleo donde se transcriben y traducen
originando antigenos que pueden salir al exterior como antigenos libres y
desencadenar la respuesta inmunitaria humoral, o bien pueden ser
degradados parcialmente dentro de la célula que los presenta en su
superficie (en esta presentacion participan las moléculas de clase | del
complejo mayor de histocompatibilidad), y desencadenar una respuesta
celular mucho més duradera. La inyeccion directa de un fragmento del ADN
del virus de la gripe (conservada entre las diferentes cepas del virus) en
células musculares del raton ha resultado en una potente respuesta
inhibitoria contra la gripe. Si esta estrategia funciona de forma tan eficaz en
humanos, el potencial terapéutico es muy considerable.



2. LOS ANTIGENOS NECESARIOS PARA EVOCAR INMUNIDAD se producen
después de que las vacunas de ADN penetren en el micleo de una célula (I). Una
vez alli, los genes del pldsmido que codifican para el antigeno se copian en hebras
méviles de ARN mensajero (2), que son traducidas posteriormente a proteinas an-
tigénicas en el citoplasma (3 y 4). Los antigenos devienen perceptibles
T T para el sistema inmunitario de dos formas. Una consiste en que
: T abandonen directamente la célula (5). La segunda es que
: sean cortados en fragmentos (6) y encajados en los
surcos de las denominadas moléculas de clase I
del MCH (complejo mayor de histocompatibi-
lidad) (7), de manera muy parecida a como
las piedras preciosas se engarzan en los
anillos, tras de lo cnal quedan expues-
tos sobre la superficie celular (8).

ANTIGENO
LIBRE

GEN PARA
LA PROTEINA
ANTIGENICA

COPIAS (-5
DE LA PROTEINA
ANTIGENICA )

COMPLEJO ANTIGENICO
SOBRE LA SUPERFICIE
CELULAR

Mecanismo de accion de las vacunas obtenidas por inyeccién directa de ADN.

2.- Modificacion genética del antigeno. Estas modificaciones buscan
aumentar su inmunogenicidad, lo que puede lograrse, por ejemplo,
fusionando genes de los antigenos con el gen de una citocina. Las citocinas
son sustancias solubles activadoras del sistema inmune.

3.- Modificacién genética de microorganismos patdégenos. A su vez
puede emplear dos estrategias:

a) Inactivar genéticamente un organismo (por ejemplo, eliminando
los genes necesarios para su patogénesis 0 supervivencia). Este es un
método genético de atenuacion, de manera que se puede usar una vacuna
viva sin riesgo innecesario.

b) Insertar un gen exdgeno que sera expresado en bacterias o
parasitos. Una aplicacion prometedora es el empleo del bacilo Calmette
Guérin (BCG), genéticamente modificado, como vehiculo para la
inmunizaciéon. El BCG es un bacilo de tuberculosis atenuado utilizado como
vacuna, de hecho es la vacuna mas utilizada en el mundo. Este bacilo es per
se inmunomodulatorio, y tiene una incidencia de complicaciones serias muy
baja. Se han desarrollado cepas recombinantes de BCG con vectores de



expresion que contienen secuencias reguladoras del bacilo acopladas a
genes que codifican antigenos foraneos. Estas cepas pueden provocar la
sintesis de anticuerpos de larga vida, asi como respuesta mediada por
células contra antigenos foraneos en ratén. Mantienen el potencial de
expresar varios antigenos simultaneamente, por lo que podrian emplearse
para la expresion de mudltiples antigenos protectores contra diferentes
patdgenos. Los organismos recombinantes de este tipo pueden emplearse
no solo como portadores de genes de agentes infeciosos, sino también de
tumores (vacunas anticancerosas), y tedricamente de autoantigenos.



4.- CONCLUSIONES

La ingenieria genética tiene un gran potencial. Por ejemplo, el gen
para la insulina, que por lo general sélo se encuentra en los animales
superiores, se puede ahora introducir en células bacterianas mediante un
plasmido o vector. Después la bacteria puede reproducirse en grandes
cantidades constituyendo una fuente abundante de la llamada insulina
recombinante a un precio relativamente bajo. La produccion de insulina
recombinante no depende del, en ocasiones, variable suministro de tejido
pancreatico animal. Otros usos de la ingenieria genética son el aumento de
la resistencia de los cultivos a enfermedades, la produccion de compuestos
farmacéuticos en la leche de los animales, la elaboracién de vacunas, y la
alteracion de las caracteristicas del ganado.

Desde que el 27 de febrero de 1997 anunciara el Instituto Roslin de
Edimburgo el nacimiento de la oveja Dolly (por clonacion partiendo del
ndcleo de una célula adulta éxito trascendente del investigador lan Wilmut),
se ha creado un temor ante la posibilidad de que la clonacion animal pudiera
extenderse a la especie humana, miedo que este momento adquiere amplias
proporciones, miedo global. Estos episodios se producen como
consecuencia del singular desarrollo de las biotecnologias, el desarrollo
cientifico y técnico y se produce de forma asombrosa a partir del siglo XIX,
llamado "siglo de las luces", en el que se dieron a conocer descubrimientos
impresionantes en orden no s6lo a episodios médicos: cirugia,
anestesiologia, inmunologia, asi como a las leyes y principios de Mendel por
los que se rige la transmision de caracteres heredados; mientras que de otra
parte, se acaba de publicar la clasificacion de las especies por parte de
Darwin. Estas investigaciones junto con el desarrollo de la Fisica, la Quimica
y las Matematicas crean una preocupacion en el hombre de Ciencia que
aspira a conseguir "el conocimiento definitivo" o lo que se llamd también
"soberano de las cosas" (A. Ran). Como consecuencia se puso en marcha el
método experimental para someter a aquellas verdades al referido método, a
fin de comprobar lo que eran simplemente hipoétesis, los hechos que pasaban
a ser tesis y finalmente doctrina en orden a su aplicacién préactica. Sin
embargo, este planteamiento no tuvo resultados definitivos, puesto que
pasamos al siglo XX con una enorme duda en lo politico, social, econémico,
cientifico, técnico y en todas las ramas del saber y del pensar; al punto que
se vive una singular zozobra -duda- que afecta a toda la sociedad, pero
particularmente a la juventud que, actualmente, estd también
experimentando esta situacion.

La dltima parte del siglo se caracteriza por el gran desarrollo de las
biotecnologias, macro y micro biotecnologias. Las macrobiotecnologias
habian comenzado hace tiempo, en el afio 1789 con la puesta en practica de
la inseminacion artificial por el Abatc italiano Lazzaro Spallanzani. La



inseminacion artificial se va a difundir de una manera extraordinaria en la
especie animal, consiguiendo un desarrollo magnifico en la mejora de las
especies animales y en la produccion de las mismas, circunstancia que ha
contribuido a la enorme produccion de alimentos de alto valor biolégico
(leche, carne, huevos, etc.) que han contribuido decididamente al desarrollo
fisico, mental e intelectual del hombre. Dos afios después la inseminacion
artificial ganadera suscita interés en la medicina y un médico de Lyon pone
en practica esta técnica, circunstancia que provoca una enorme impresion
desde el punto de vista ético, moral, religioso, social, etc. El Autor de estas
primeras investigaciones fue procesado por tribunales civiles y también
sancionado por la Santa Sede. La inseminacion artificial en la especie
humana ha tenido sin embargo un desarrollo extraordinario (ninos de
disefio), hoy es perfectamente conocido la existencia de centros de
reproducciéon, inseminacion, etc., que —normalmente- deberian utilizarse
simplemente para resolver problemas de esterilidad, si bien las cosas son
bien distintas.

En el afio 1974, comienza a realizarse la fecundacion in vitro, es
decir la puesta en contacto en el exterior del organismo de gamentos
masculinos y femeninos (ovocito y espermatozoide), generando de esta
manera un blastocisto que en definitiva es una vida en marcha, aunque
incipiente —pero vida, sin embargo-. Dos afios mas tarde (1976) nace la
denominada "primera nifia probeta”, conseguida como método de tratamiento
de la esterilidad de la Sra. Lesley, que decide por consejo de los
especialistas medicos realizar la fecundacion in vitro, trasplantar el
blastocisto al atero preparado de la sefiora (receptora estéril) resolviendo asi
el problema y dando lugar al nacimiento de la nifia Lesley Braun, que tendra
ahora 26 afos -episodio que se lleva a cabo con absoluta normalidad-.

El nacimiento de la nifia probeta plantea un verdadero problema
social, ético, moral, y sobre todo una gran preocupacion respecto al
planteamiento ético-religioso, al extremo de que el Cardenal Ratzinger
(1983), con la autorizacion y consejo del Santo Padre, publica la "Insturccion
sobre Bioética" (22-2-1983) , que el obispo de Valenzuela comunicé a los
espafoles en Enero —dia de San Pedro- del referido afio. La Instruccion no
es un documento- Dogma de Fesino simplemente en este caso se trata de
una orientacion - normas orientativas- de interés para los creyentes y no
creyentes en orden al desarrollo de las biotecnologias en reproduccion. Este
Documento no fue bien aceptado por los Prelados franceses que plantearon
serios problemas; en definitiva el documento no es un "NO" al desarrollo
cientifico y técnico en materia de reproduccion sino simplemente es un "SI" a
la preservacion de la dignidad humana frente al poder del hombre mismo
como consecuencia de los avances cientificos y técnicos. Es la defensa
sencillamente de los valores humanos. El hombre no es "algo" -sino alguien-,
no es un conjunto de érganos Yy tejidos, es un ser trascendente; cualquiera



gue sea el concepto que se tenga del propio ser humano, el hecho repugna a
los valores ostenta el propio ser humano respecto a la dignidad y
trascendencia. Estos valores -dignidad- van en contraposicion a que la vida
humana pueda ser generada en un tubo de ensayo y en tal caso, habria que
discutir de quién es esa vida humana: ¢del fabricante de la misma? Esto
plantearia un interrogante seriamente preocupante. En estas circunstancias
la referida Instruccion se pronuncia en contra de la inseminacién artificial
heteréloga (con material fecundante distinto al del marido), sin embargo
admite la fecundacion o inseminacién homéloga cuando se trata de una
terapia meédica para salvar los problemas de esterilidad, considerando muy
seria la preocupacion de aquellos matrimonios que desean tener hijos.
Igualmente se admite la investigacion para mejorar los indices de fertilidad,
fecundidad y prolificidad en el humano, asi como el diagnéstico precoz de la
gestacion y cuantos avances vayan a favor del éxito procreativo y no alteren
los valores y la dignidad del propio ser humano.

El anuncio de la clonacién exitosa en la especie animal (nhacimiento
de la oveja Dolly, junio de 1996, anunciado el 27 de febrero de 1997),
representa una enorme preocupacioén respecto a la posibilidad de que la
clonacion pueda ser puesta en practica en la especie humana creando una
verdadera polémica entre los abortistas -partidarios de esta técnica como
método de reproduccién y sobre todo de terapia- y los antiabortistas
representados por la Asociacion Internacional Pro Vida.

En el momento actual existe cierto enfrentamiento (basta observar
la lucha entre los partidarios de los mismos, y la potente asociacion
internacional pro-vida, opuesta a esta tesis, entre planteamientos éticos,
morales y religiosos con los avances de la ciencia y la tecnologia (aplicacion
de la misma).

Se han obtenido corneas en el laboratorio trabajando con células
embrionarias del éarea episcleral, que una vez desarrolladas mediante
técnicas modernas de impulso de crecimiento (hormonas somatotréficas),
permiten utilizar las mismas en trasplante de la cornea dafiada. La sangre del
cordon umbilical se utiliza actualmente para obtener células madre capaces
de regenerar (hematopoyesis, leucocitos, hematies y plaquetas), asi como
otras células neuropoyéticas de gran interés para el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas, etc. Las perspectivas modernas de
terapia de las enfermedades cardiacas apuntan al empleo de cardiomiocitos
(células madre que inyectadas al tejido cardiaco serian capaces de
regenerarlo).

La conclusiéon es que sin descartar -es urgente una reglamentacion
internacional a la investigacion sobre el cultivo de células madre y respecto a
los blastocistos existentes en los bancos respectivos-, la investigacion ofrece



un enorme campo pudiendo eludir la destruccion de blastocitos (seres vivos
en desarrollo), que deberia fomentarse evitando asi los planteamientos
encontrados a que antes nos referiamos.

La tecnologia moderna de clonacién ha tenido que resolver temas
muy importantes: en primer lugar la fecundacién del ovocito para conseguir el
ovulo fecundado; en segundo lugar la obtencion de las células procedentes
del individuo adulto y de un tejido lo méas favorable posible -para el ulterior
desarrollo- al trasplante (células procedentes del tejido epitelial,
especialmente fibroplastos, o procedentes de glandulas en desarrollo como
consecuencia de situaciones gestacionales -tal como ocurrié con la oveja
Dolly cuyas células procedian de la glandula mamaria-). En todo caso los
fracasos fueron inicialmente alarmantes, el gran descubrimiento de I. Wilmut
fue el plantear que para que el desarrollo ulterior se produzca tras el
trasplante del ndcleo al 6vulo fecundado pero enucleado era la
desprogramacion de las células adultas a fin de retrasar su reloj bioldgico
para volverlas a cero, desintonizando de esta manera con los impulsos del
desarrollo del ovocito al que iban a ser trasplantadas.

Una modificacion técnica muy importante (1983) de Mc. Grath y
Solter fue el transplante del contenido total de la célula, es decir de lo que se
llamd "masa celular interna” (MCI), simplificando notablemente el proceso.
En todo caso, se llegé a la conclusiéon de que para poner en marcha el
proceso divisional una vez hecho el transplante nuclear al ovocito
(enucleado) era muy importante el empleo de activadores; en este sentido se
pusieron en practica diferentes tecnologias tales como la aplicacion del virus
Senda;j inactivado que favoreceria la fusion de estos elementos, asi como la
utilizacion del Arginato sodico, la Promoza, el Polietinelglicon, luz ultravioleta,
estimulos eléctricos y finalmente la Telomerasa (fermento protector de los
telomeros que ponen en marcha la actividad de los cromosomas en funcion a
su estado de desarrollo e integridad). En todo caso, existia un gran
pesimismo en orden a las posibilidades de la clonacion en mamiferos
superiores, de tal manera que en el afio 1984 Mc. Grath y Solter llegaron a
manifestar "la clonacion en mamiferos superiores es imposible, puesto que
se necesita la "impronta genética” que tiene lugar cuando funciona un
genoma de origen materno y paterno”.

Como resumen podemos significar que la clonacién en la especie
animal ha tenido por objeto la mejora ganadera, basada en intereses
economicos (de productividad), de tal manera que la empresa PPL
Therapeutics en principio, se planted este tema, sin embargo en el curso de
las investigaciones se dieron cuenta que se podia llegar mas lejos y a partir
de ella conseguir otros resultados. Por tanto la clonacion en la especie
animal ha tenido -en principioel objetivo de la clonacion reproductiva. Como
es sabido, el anuncio del nacimiento de la oveja Dolly se produce seis meses



después de ocurrido aquél -tiempo que se dedico al establecimiento juridico
de las patentes que se deducian del mismo y, no sélo de este hecho, sino de
las perspectivas de obtencion de medicamentos a través de animales
clénicos obtenidos posteriormente por clonacidén-. En este episodio participo
fundamentalmente la empresa GERON que es la que en la actualidad posee
mayor numero de patentes al respecto, asi como la empresa PPL
Therapeutics y la Red Neuron, entre otras; empresas sometidas a grandes
presiones capitalistas empefadas en participar en las perspectivas
econdmicas de futuro que pueden deducirse y que se han cifrado en varios
miles de millones a partir del aino 2002. Los responsables de grandes
laboratorios de investigacion como Richard Seed (EEUU), Avelino Antinori
(Italia), Setsum (Japon), representan las intenciones mas activas en orden a
conseguir la clonacién en la especie humana. Con razén el rotativo Financia;j
Times (1998) anunciaba: 7a medicina entra en la ciencia-ficcion, con
perspectivas econdmicas impensables a través de la clonacion terapéutica y
el uso de las células madre (embrionarias stem cells) ".

A primeros de noviembre (2001) la Empresa Immerge
Biotherapeutics (Universidad de Missouri) anuncié la obtencion de cinco
cerditos clonados, con modificacion en el genoma, consistente en suprimir
(desactivar) un gen; precisamente el responsable del rechazo, que desde el
punto de vista bioquimico es el determinante desde la superficie celular
(molécula galaetosil transferasa -A-1,31), azlucar que el sistema
inmunologico del receptor reconoce como extrafio, generando el rechazo.
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