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1. Introduccién

Cada una de los varios billones de células nucleares que existen en el
cuerpo humano dispone al menos de una copia del genoma, coleccién com-
pleta de genes que son los iltimos responsables del desarrollo de un ser
humano. Estos genes, cuyo niimero se estima en 70-100.000, estan empaque-
tados en el nicleo celular formando estructuras individuales alargadas cono-
cidas como cromosomas. En nuestro organismo existen alrededor de 100.000
proteinas distintas que varfan enormemente en tamafio y funcién. La mayoria
de las proteinas son enzimas que regulan la velocidad de las reacciones qui-
micas que tienen lugar en las células, produciendo energia o sustancias qui-
micas necesarias para la vida. Algunas protefnas, como las existentes en las
membranas, tejidos conectivos, y fibras musculares, constituyen un soporte
estructural para la célula. Otras, regulan una amplia variedad de actividades
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bioldgicas, incluyendo el crecimiento, el metabolismo, la reproduccién, y la
respuesta al estres y otros factores ambientales. Los genes son los que orde-
nan a las células la construccién de las proteinas a partir de las unidades
bdsicas o aminodcidos. Para que una proteina funcione correctamente, su
cadena de aminodcidos debe estar ensamblada con absoluta precisién. La
alteracién de un sélo aminodcido puede dar lugar a que la proteina no pueda
ser sintetizada o a que no funcione correctamente.

1.1. El Proyecto del Genoma Humano

El Proyecto del Genoma Humano es un esfuerzo internacional destinado
a caracterizar el material genético del ser humano mediante la mejora de los
mapas genéticos, la construccién de mapas fisicos de todos los cromosomas,
y en Ultima instancia, la determinacién de la secuencia completa de las subu-
nidades de 4dcido desoxirribonucleico (ADN) de su genoma (1). El objetivo
final del Proyecto es descubrir todos los genes humanos para facilitar su
estudio biolégico posterior, tarea que se extenderd probablemente durante la
mayor parte del proximo siglo (2). La tecnologia de la que se dispone actual-
mente, podria utilizarse probablemente para conseguir los objetivos del
Proyecto, pero el coste y tiempo requerido serian inaceptables. Por este moti-
vo, uno de los principales objetivos de los primeros diez afios del Proyecto,
es la mejora de los métodos existentes, y el desarrollo de nueva tecnologia
para incrementar la eficacia de la secuenciacién y del estudio cartogrifico
del ADN (3). Eventualmente, se podrd secuenciar la totalidad de los estima-
dos 3.000 millones de pares de bases que constituyen el genoma humano, uti-
lizando una tecnologia que estd en continuo desarrollo, y métodos revolucio-
narios de los que atln no se dispone actualmente.

La mayoria de las enfermedades hereditarias son raras, pero en conjunto,
estos trastornos producidos por la alteracién de genes Uinicos y que represen-
tan mds de 3.000, afectan a millones de individuos (4). Actualmente, todavia
no se puede hacer mucho para tratar estas enfermedades, y mucho menos para
curarlas. Invertir en la bisqueda de genes tiene sentido porque una vez identi-
ficados, se puede estudiar su estructura y caracterizar sus posibles alteracio-
nes moleculares o mutaciones. Este es el primer paso para entender el meca-
nismo causante de una enfermedad genética y eventualmente para vencerla.
Las mutaciones de algunos genes también juegan un papel importante en la
mayoria de los trastornos mds comunes, que son probablemente el resultado
de interacciones complejas entre genes y factores ambientales. Cuando se
conozcan estos genes, se podrd estudiar cémo factores especificos tales como
alimentos, medicamentos, o polucién, interactuan con los mismos.
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2. Descubrimiento rapido de genes: Expressed sequence tags

Uno de los objetivos que no se especificaban en el plan inicial del
Proyecto del Genoma Humano, aunque estuviera implicito en él, es el del
desarrollo de métodos para la identificacién de genes y su localizacién en los
mapas fisicos y en la secuencia de ADN del genoma. Los avances técnicos y
estratégicos llevados a cabo desde 1990 hacen que se contemple este objetivo
como deseable (3). Uno de los mayores avances en el descubrimiento de nue-
vos genes fue la estrategia de secuenciacién de ADN complementario
(ADNc) obtenido a partir de los distintos tejidos del ser humano durante
todas las fases de su desarrollo, que nuestro equipo inicié en 1990 (5-7). Este
procedimiento ha permitido adelantar la informacién procedente del Proyecto
Genoma Humano en una o dos décadas.

Como se ha dicho anteriormente, el genoma humano esta constituido por
unos 3.000 millones de pares de bases, aunque no todos codifican proteinas.
Estas secuencias codificantes representan sélo el 5% de todo el genoma, que
es lo que utilizan las células para sintetizar proteinas. Las instrucciones de
los genes se transmiten indirectamente a través de 4cido ribonucleico mensa-
jero (ARNm), que es un intermediario temporal similar a una cadena simple
de ADN. E1 ARNm pasa del nicleo al citoplasma de la célula, donde es leido
por la maquinaria de sintesis de proteinas. Esta maquinaria traduce este men-
saje en una cadena de aminodcidos que constituye la proteina que el gen
codifica. La molécula de ARNm puede aislarse en el laboratorio para sinteti-
zar una cadena de ADNc (8). Este ADNc, es por lo tanto, una copia del gen
original. Es decir, la estrategia de secuenciacién de ADNc utiliza la capaci-
dad de nuestras células para seleccionar ese 5% del genoma que representa
su parte mds importante, la constituida por nuestros genes. Utilizando esta
estrategia hemos llegado a descubrir mds de dos tercios de los genes que
constituyen nuestro genoma (7).

Con estas secuencias o “ESTs” (Expressed Sequence Tag), se puede
localizar el gen completo en los cromosomas y tejidos, y luego determinar su
funcién. Para buscar similaridades u homologias con las secuencias de ADN
y de proteinas conocidas, los ESTs se comparan en masa con las bases de
datos que contienen a las primeras. El andlisis computerizado de tantas
secuencias es posible gracias a ordenadores con procesadores en paralelo y a
programas sofisticados desarrollados con este propdsito en nuestro laborato-
rio y en el Centro Nacional de Informacién en Biotecnologia de la National
Library of Medicine de los Estados Unidos, entre otros. De acuerdo con este
analisis comparativo, los ESTs se clasifican en varios grupos. Algunos coin-
ciden con secuencias de origen humano ya descritas, es decir, corresponden a
genes conocidos. Otros, muestran homologia con genes conocidos, tanto de



26 Genética Molecular Josefina Méndez

origen humano como de otros organismos, es decir, son genes desconocidos
que pueden tener una funcién similar a aquellos con los que muestran homo-
logia, o pertenecen a la misma familia genética. Finalmente, otros carecen de
homologia con secuencias conocidas, es decir, corresponden a genes total-
mente desconocidos. Posteriormente, cada uno de estos fragmentos de genes
se localizan fisicamente en los cromosomas (9). Aquellos que corresponden a
una drea en la que se ha localizado genéticamente la alteracién responsable
de una enfermedad genética, es considerado un candidato a responsable de la
enfermedad y se le concede prioridad en su estudio. En colaboracién con
otros grupos, esta estrategia ya ha permitido el descubrimiento de genes que
han sufrido una delecién en el sindrome de Angelman-Prader-Willi, el descu-
brimiento del gen responsable de la deficiencia del enzima glicerol quinasa
(10) y la identificacién de los genes MLH1, PMS1 y PMS2 que intervienen
en el desarrollo del cdncer de colon hereditario de origen no polipésico
(11,12), entre otros.

2.1. Terapia génica

El primer protocolo clinico autorizado que utiliz6 la transferencia de un
gen, lo aprobé el Director de los Institutos Nacionales de la Salud de los
Estados Unidos (NIH) el 19 de Enero de 1989, y la primera transferencia de
genes se realizé el 22 de Mayo de ese mismo afio. El primer protocolo de
terapia génica, fue el dirigido al tratamiento del sindrome de inmunodefi-
ciencia severa combinado producido por el déficit del enzima deaminasa de
adenosina (ADA). El protocolo de terapia génica de la deficiencia de ADA,
se presentd revisado el 23 de Febrero de 1990, y la primera aplicacién no
tuvo lugar hasta el 14 de Septiembre de 1990, es decir, tras tres afios y medio
de exposicién y revisién piblicas. El sindrome de inmunodeficiencia severa
combinado producido por el déficit de ADA es, efectivamente, una enferme-
dad que amenaza la vida de los pacientes, y que no tenia un tratamiento ade-
cuado para todos ellos. El protocolo ha sido modificado posteriormente para
conseguir el establecimiento de una normalidad génica permanente en algu-
nas de las células progenitoras hematopoyéticas. De este modo, se pretende
liberar a los pacientes de la necesidad de tratamientos periédicos a los que
estaban sujetos por el efecto temporal que tiene la transduccién de linfocitos
maduros utilizada en el protocolo original (13).

Actualmente existen mds de 100 protocolos clinicos que incluyen casi
400 pacientes en todo el mundo. Mds del 75% de estos protocolos esté dirigi-
dos al tratamiento del céncer, o al marcaje de médula 6sea para el trasplante
utilizado en procesos cancerosos (15). Entre las enfermedades genéticas,
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aquellas que acumulan un mayor nimero de protocolos son la fibrosis quisti-
ca, la deficiencia de ADA y la enfermedad de Gaucher. El sindrome de inmu-
nodeficiencia adquirida (SIDA) también es uno de los trastornos al que se
han dirigido un nimero significativo de protocolos clinicos de terapia génica.
De los pacientes sometidos a terapia o transferencia génica el 80% son
pacientes con cédncer. Los Estados Unidos de América sigue siendo el pafs en
el que se estdn aplicando un mayor nimero de protocolos (>80%). Europa
representa practica mente el resto. Entre los Centros, por el nimero de proto-
colos y pacientes sometidos a terapia o transferencia génica, destacan los
NIH y el St. Jude Children’s Research Hospital, ambos en los Estados
Unidos.

3. Terapia y transferencia génica en el tratamiento del cancer

Una gran parte de la actividad investigadora se est4 centrando en la apli-
cacién de las técnicas de transferencia génica para el tratamiento del céncer.
Por el tipo de estrategia, estos protocolos pueden agruparse en tres categorias:

I. Correccién génica de las células tumorales.

- Utilizacién de genes supresores de tumores y antioncogenes.
II. Destruccién de las células tumorales.

- Por el sistema inmunolégico

- Por efectos téxicos directos
III. Terapia adyuvante

- Utilizacién de genes de resistencia a drogas miltiples para proteger a
las células de la médula 6sea y permitir dosis de quimioterapia mayores.

Los procedimientos de terapia génica dirigidos a la destruccién de las
células tumorales por efectos téxicos directos consiste en la insercién intratu-
moral in situ de un gen suicida y la activacién subsiguiente del mecanismo
suicida. Hay varios tipos de genes que pueden utilizarse para desencadenar
una reaccidn suicida en el tumor. Actualmente hay mds de ocho protocolos
que utilizan como gen suicida el de la timidina kinasa del virus herpes simple
(HStk) (16,17). Nuestras células también poseen el gen para la timidina kina-
sa, enzima que puede fosforilar un nucleétido de timidina, como el TMP,
TDP, o TTP; pero que es incapaz de fosforilar al nucleésido T. Sin embargo,
la HStk si que puede afiadir un fosfato al nucledsido, y por lo tanto, puede
fosforilar a un andlogo como el ganciclovir (GCV) o el aciclovir. Con la fos-
forilacién, estos nucledsidos entran en el mecanismo de sintesis de ADN y lo
bloquean destruyendo a la célula. Otros genes que se estdn estudiando a nivel
experimental para inducir una susceptibilidad celular a medicamentos son el
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gen para la deaminasa de citosina (18-20) y el gen para la timidina kinasa
derivado del virus varicela-zoster. El fundamento de la utilizacién de éste
dltimo es el mismo que el descrito para la HStk, mientras que el gen para la
citosina-deaminasa se utiliza en combinacién con la 5-fluorcitosina. Esta
combinacidn resulta en la produccidén intracelular de 5-fluoruracilo, agente
té6xico utilizado por via general en quimioterapia del cdncer.
Independientemente del procedimiento, la utilizacién de genes suicidas tiene
un elemento en comin, que es la produccién intracelular tumoral, y sélo
tumoral, de un producto téxico. Por lo tanto, al no ser administrado por via
general para combatir al cidncer, carece de los efectos téxicos generalizados
propios de la quimioterapia. En la mayoria de los casos, la especificidad de
la seleccién de las células tumorales se basa en las caracteristicas de los vec-
tores retrovirales que se utilizan para la transferencia del gen. Los retrovirus
y vectores retrovirales sélo se integran, y por lo tanto, s6lo expresan su geno-
ma, en aquellas células que se estdn dividiendo activamente. La primera apli-
cacién en seres humanos de esta estrategia se ha dirigido al tratamiento de
los tumores cerebrales debido al caréacter privilegiado del cerebro para conse-
guir el objetivo de la transferencia selectiva. Debido a la ausencia de activi-
dad proliferativa en un cerebro normal, los vectores retrovirales se integran
tinicamente en el genoma de aquellas células que se estdn dividiendo, es
decir, las tumorales, y eventualmente, en el de las células endoteliales de los
vasos sanguineos que sirven de soporte al tumor. Pero ademds, por su meca-
nismo de accidn, el andlogo téxico creado por la HStk a partir del ganciclovir
s6lo puede actuar en las células que entran en la fase de sintesis de ADN.
Este mecanismo es ya de por si, un sistema de seleccién, por lo que ya han
empezado a utilizarse vectores adenovirales con el gen para la HStk. La
inyeccién directa intratumoral de fibroblastos murinos NIH-3T3 que produ-
cen vectores retrovirales con el gen HStk, ha tenido una utilidad terapéutica
gracias al fenémeno conocido como efecto “espectador”. Los estudios con
animales de experimentacién demuestran una transferencia génica que se
extiende al 30-60% de las células tumorales, pero por el efecto espectador, las
células tumorales vecinas a las que contienen el gen HStk, son destruidas aun
sin disponer del mismo. En algunos casos de modelos experimentales, el
tumor desaparecié aun cuando sélo el 10-20% de las células tumorales posei-
an el gen HStk. Hay estudios que sugieren que el fendmeno es debido al
cruce de metabolitos téxicos de una célula a otra a través de uniones tipo gap.

4. Perspectivas

La tecnologia de transferencia génica se estd desarrollando de forma
muy répida. Los protocolos clinicos que existen actualmente estdn basados
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fundamentalmente en la modificacién ex vivo de células autélogas y en algin
caso heterdlogas, o en la modificacién in vivo de un nimero pequefio de
células. Entre los problemas que hay que solucionar en la transferencia ex
vivo estdn el aumento del nivel de expresién génica en las células transduci-
das, y el mantenimiento de esta expresion in vivo, evitando la desactivacidén
de la misma. En cuanto a la transferencia génica in vivo, el objetivo es conse-
guir un mayor nimero de células transducidas, aumentar el nivel de expre-
sién génica por célula transducida, y limitar esta expresién a la poblacién
celular de interés. En general, hay tres pardmetros que habrd que tener pre-
sente en el desarrollo de esta tecnologia de transferencia génica: Precision,
eficacia y acceso a las células diana.

5. Conclusiones

El atlas del genoma humano revolucionard la prictica de la medicina y
de la investigacién biolégica durante, e incluso mds alld del siglo XXI.
Eventualmente, se encontrardn todos los genes, y se desarrollardn diagnésti-
cos precisos para la mayoria de las enfermedades genéticas. Ademds, facili-
tard el desarrollo de modelos animales para investigar la enfermedad humana
y para entender la funcién de los genes en los estados de salud y de enferme-
dad. La identificacién de estos genes y sus proteinas, preparardn el camino
hacia tratamientos mds efectivos o nuevos, como la terapia génica, y hacia
medidas preventivas.

Durante los préximos afios se realizardn avances en la capacidad de
transferir genes a los tejidos del ser humano. El cdncer seguird siendo el
campo prioritario de aplicacién e investigacién de la tecnologia de transfe-
rencia génica. También observaremos un incremento significativo de la acti-
vidad investigadora en este campo dirigida a la bisqueda de soluciones al
SIDA. En cuanto a las enfermedades genéticas monogénicas, que pudieron
ser consideradas inicialmente como el campo natural de aplicacién de la tera-
pia génica, es previsible que se mantenga la tendencia actual de menor acti-
vidad. El posible aumento de los recursos destinados a este campo, y el desa-
rrollo del Proyecto del Genoma Humano pueden, no obstante, incidir positi-
vamente en el avance de la investigacion terapéutica génica en este tipo de
enfermedades.

Es previsible un debate social importante sobre la introduccién de los
protocolos de terapia génica en la practica clinica rutinaria. Una de las tareas
mas importantes serd la de la educacién mutua de investigadores, clinicos y
sociedad sobre qué es posible y aceptable en transferencia génica. Mientras
tanto, las instituciones y 6rganos competentes deben decidir la introduccién
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clinica de un protocolo en base a los datos de eficacia y seguridad. En tltima
instancia, siempre habrd que decidir tomando en consideracién los posibles
beneficios para un paciente individual frente a los riesgos que puede correr
ese paciente y la comunidad en general.

El conocimiento de la secuencia de un gen, ya permitié en su dia repro-
ducir la hormona del crecimiento en el laboratorio. Hoy se dispone comer-
cialmente de esta hormona sintética que se utiliza para tratar a aquellos indi-
viduos que no pueden producirla de forma natural dando lugar a trastornos
del crecimiento. Existen otros productos sintetizados en el laboratorio a par-
tir de genes recombinantes, tales como interferon, plasminégeno tisular,
interleuquina-2, insulina, factor estimulante de la formacién de colonias de
granulocitos, factor estimulante de las células progenitoras hematopoyéticas,
y eritropoyetina. El mercado mundial para algunos de estos productos es ya
del orden de decenas de miles de millones de pesetas, y continua en aumento.
Finalmente, cuando se conozca mejor la organizacién del genoma y la regu-
lacién de los genes, se empezard a entender cdmo un ser humano puede desa-
rrollarse a partir de una sola célula hasta convertirse en un individuo adulto,
como los distintos genes son coordinados en los distintos érganos y tejidos
durante este proceso, por qué este proceso se altera en ocasiones, y qué cam-
bios tienen lugar con el envejecimiento de nuestro organismo.
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