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INTRODUCCION

En 1972, Friedmann y Roblin (1), abrieron las puer-
tas a un nuevo concepto de tratamiento de aquellas
enfermedades en las que un error genético es la prin-
cipal causa. ; Por qué no sustituir el gen defectuoso
por un gen sano, en el que la secuencia andémala ha-
ya sido corregida?. Las ideas de hoy pueden ser en el
futuro el tratamiento mas eficaz de una enfermedad,
pero estos dos momentos, a menudo, estan separados
por un largo camino en el que la investigacion va
avanzando despacio, buscando como meta poder apli-
car la nueva idea al ser humano.

Como se indica en la figural el fundamento de la te-
rapia génica es sencillo: en un determinado gen, falta
o es defectuosa parte de la secuencia (dibujada en gra-
nate); mediante un transportador, llamado vector, que
sea capaz de entrar en el nicleo de la célula, podria-
mos hacer que la secuencia de DNA defectuosa fuera
sustituida por una secuencia correcta. El resultado final
es un nuevo gen, que posee la estructura necesaria pa-
ra que se produzca una proteina, un enzima funcio-
nalmente activo y en la cantidad adecuada. Explicada
asi, la terapia génica podria resultar tan sencilla que la
pregunta logica seria: ;por qué no se utiliza ya de for-
ma sistematica en aquellas enfermedades cuyo error
genético ha sido determinado?. El camulo de proble-
mas técnicos al que se enfrentan los investigadores a
la hora de intentar introducir un gen, o parte de él,
dentro de la secuencia de DNA de una célula eucario-
ta esta fuera de los limites de esta presentacion. Como
muestra, citaremos solo parte de las dificultades para
encontrar el vector adecuado. El vector ideal seria
aquel que fuera no-toxico, no-inmunogénico, facil de
producir en grandes cantidades, eficaz a la hora de
proteger el DNA en su camino hacia el nacleo celular
y preferiblemente con un tropismo especial hacia de-
terminado tipo celular (2). Este vector ideal, hoy por
hoy, no existe. Los vectores mas utilizados hasta el
momento han sido los adenovirus ya que pueden in-
troducirse en células en reposo y células en division,
pero generan una respuesta inmunogénica (inflamato-
ria) importante por parte del huésped. Los llamados vi-
rus adeno-asociados, infectan asimismo todo tipo de

células, no son inmunogénicos, pero en contrapartida
la cantidad de DNA que son capaces de transpotar es
pequena. Los avances se hacen ahora en vectores no
virales, liposomas y complejos péptidos/proteinas ca-
paces de transportar DNA. Simplemente para poder al-
canzar el nacleo celular, el vector debe “proteger” el
DNA transportado de los enzimas del medio intercelu-
lar, atravesar con €l la triple capa que constituye la
membrana celular, protegerlo de ser destruido por los
lisosomas citoplasmaticos, y, de nuevo, atravesar con
él una segunda membrana, en este caso la que separa
citoplasma y nacleo (remitimos al lector a los articulos
de revision citados en la bibliografia).

3POR QUE UTILIZAR LA TERAPIA GENICA
EN LA ENFERMEDAD REUMATICA?

La entidad nosologica mejor conocida y mds fre-
cuente en Reumatologia Pedidtrica es la Artritis Idio-
patica Juvenil (previamente artritis cronica juvenil). Sin
embargo, ésta no parecia a priori el mejor candidato
para ser tributario de terapia génica ya que los facto-
res genéticos que la determinan, nos son, hoy por hoy,
en términos generales desconocidos. Como puede
verse en la figura 2, varias entidades pediatricas, en las
que la causa ha podido ser encontrada en el error de
transcripcion de un solo gen, estan siendo tratadas ya,
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Figura 1. Esquema de la terapia génica.
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Figura 2. Aplicacion de la terapia génica.

aunque todavia en fase de investigacion, en el ser hu-
mano mediante terapia génica. Para todos es conocida
la alteracion encontrada en la fibrosis quistica, en la
proteina reguladora de la conduccion (CFTR) trans-
membrana de cloro, para la que existen ya varios es-
tudios doble ciego, placebo-control, utilizando adeno-
virus y liposomas como vectores del DNA correcto
3,D.

En RP tenemos el ejemplo de un grupo de enfer-
medades, que llevan la alteracion en un gen determi-
nado como marcador: este grupo esta constituido por
las fiebres recurrentes (5). Aunque existen cuadros in-
termedios y cuadros no clasificables en las tres entida-
des que mencionaremos, las causas de fiebre recu-
rrente mejor conocidas hoy son: a) la Fiebre Medite-
rranea Familiar (FMF); b) el sindrome hiperIlgD (HID)
y ©) el sindrome asociado al receptor de TNF anéma-
lo (TRAPS). A pesar de conocer bien las alteraciones
génicas de estas entidades, para ninguna de ellas se ha
propuesto la posibilidad de realizar terapia génica.
¢Por qué?. Establecer una terapia como el tratamiento
de eleccion requiere: 1. Saber que la mutacion o mu-
taciones del gen son la causa de la enfermedad; 2. No
contar con otra terapia eficaz, mads segura y mds eco-
némica que la que proponemos; 3. Debe ser técnica-
mente realizable; 4. Estar libre de efectos secundarios
previsibles graves.

Esta serie de condiciones explican porqué, atn sien-
do las fiebres recurrentes susceptibles de terapia géni-
ca, ésta no se haya contemplado atn como primera
posibilidad. En la FMF, la/s mutaciones en el gen
MEFYV situado en el cromosoma 16, parecen ser la cau-
sa de la enfermedad, ya que éste gen da lugar a la sin-
tesis de una proteina llamada pirina o marenostrina
que originarfa los accesos febriles. Sin embargo, des-
conocemos cudles son las otras funciones fisiologicas
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de esta proteina, y, en muchos de los casos la terapia
ya existente con colchicina es eficaz en prevenir la
amiloidosis secundaria y la aparicién de nuevos acce-
sos febriles.

En el HID, el gen marcador se encuentra en el bra-
70 largo del cromosoma 12, y sintetiza una proteina
esencial en la cadena formadora del colesterol: la me-
valonato-quinasa. Como consecuencia, la actividad del
enzima se encuentra reducida a un 5- 15% de lo nor-
mal en los pacientes afectos de HID, y la cantidad de
acido mevalonico en orina se eleva ligeramente du-
rante los accesos de fiebre. Ahora bien, desconocemos
cudl es la relacion exacta entre la alteracion en la pro-
duccién de la mevalonato-quinasa y la aparicion de
fiebre. Por tanto, si bien las mutaciones en este gen
nos sirven de marcador, no podemos establecer una
relacién causal.

En el tercer caso, el TRAPS o “Hibernian fever” en
la literatura anglosajona, si que establece una relacion
causal entre la alteracion funcional del receptor p55
del TNFalpha y la aparicion de fiebre. Sin embargo,
con la aparicién de una molécula de sintesis idéntica
al receptor de TNFalpha (al otro componente: p75) de-
nominada “Etanercept” y comerciali- zada para el tra-
tamiento de la artritis reumatoide en un principio, el
futuro del tratamiento del TRAPS parece estar en la uti-
lizacion de ésta molécula (6,7) y no en la correccion
génica del error en p55.

Si nos fijamos ahora en la parte inferior de la figura
2, veremos cOmo aparece la terapia génica aplicada a
enfermedades en las que hay un componente heredi-
tario pero no ligado a un gen concreto. En ellas, la te-
rapia génica se dirige a modificar la respuesta del or-
ganismo tras la aparicion de la enfermedad. No va a
corregir la causa de la misma, sino que se presenta co-
mo un procedimiento terapéutico mas. En el caso de
los tumores, del neuroblastoma infantil por ejemplo, la
terapia génica busca cambiar la respuesta inmune fren-
te al tumor estimulando la activacion de células T ci-
totoxicas, aumentar la muerte de células tumorales por
apoptosis mediante el transfer de moléculas inductoras
de apoptosis como p53, o bien provocar la muerte de
dichas células por agentes anti-virales tras el transfer
de moléculas que hacen a la célula sensible a la accion
de estos firmacos (herpes simplex timidina-quinasa,
por ejemplo). Es en este nuevo campo de la terapia
génica donde su aplicacion a la enfermedad reumatica
tiene, a corto-medio plazo, un papel mas claro, y en el
que hay un mayor bagaje de experimentacion animal
acumulado.

TERAPIA GENICA EN LA ARTRITIS CRONICA.
EVITAR LA PROGRESION DE LA ENFERMEDAD

Sin olvidar que la Artritis Idiopatica Juvenil (AI)),
tiene unas caracteristicas clinicas propias y, probable-
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mente, una etiopatogenia propia, que la separan de la
Artritis Reumatoide (AR) del adulto, los datos que pre-
sentaremos a continuacion se basan en la literatura re-
ferente a esta entidad dada la ausencia de estudios es-
pecificos para la forma infantil.

Sin que podamos entrar en detalles de la etiopato-
genia de la artritis cronica, es conocido por todos co-
mo, en la articulacion inflamada, existe un predominio
de citoquinas pro-inflamatorias (IL-1, TNFalpha). La
accion de ambas es compleja, ya que son capaces de
estimular distintas estirpes celulares: incrementan su
propia produccion de forma paracrina actuando sobre
monocitos y macrofagos; estimulan la expresion de
moléculas de adhesion en la célula endotelial y en los
fibroblastos lo que lleva a un reclutamiento de neutro6-
filos y linfocitos hacia la articulacién; producen la li-
beracion desde fibroblastos y condrocitos de metalo-
proteinasas, en particular de estromalisina y colagena-
sas, que degradan la matriz intercelular del cartilago; y
por ultimo, son capaces de activar la osteoclastogéne-
sis, direc-tamente y tras el reclutamiento de células T
CD4+ activadas (8). Para muchos, la persistencia en la
articulacion de estas citoquinas proinflamatorias son la
causa principal del dafo articular.

En diferentes modelos animales, la terapia génica ha
intentado bloquear estas citoquinas proinflamatorias ,

introduciendo los genes de los receptores solubles
de TNF alpha, IL-1 o el antagonista del receptor de IL-
1 (IL-1Ra), o bien, incrementando la produccion de ci-
toquinas con actividad anti-inflamatoria: I1L-10, IL-4, IL-
13. Nos fijaremos en los que hasta el momento han te-
nido un mejor rendimiento: IL-1Ra y IL-10.

IL-1Ra. La eficacia de aumentar la expresion local
de IL-1Ra ha sido probada tras la transfeccion de dis-
tintas estirpes celulares mediante diferentes vectores,
utilizando la artritis inducida en roedores como mode-
lo animal.

Bakker y col.(9), introdujeron DNA de IL-1Ra hu-
mano en una linea celular de fibroblastos (NTH-3T3).
Dos mil células transfectadas fueron inyectadas en la
cavidad articular de la rodilla del raton, poco antes del
comienzo previsto de los sintomas en la artritis induci-
da por colageno (CIA). En la poblacion de ratones tra-
tados, se consiguid retrasar significativamente el co-
mienzo de la artritis, asi como disminuir la severidad
de la misma. El estudio anatomo-patologico reveld co-
mo las células transfectadas se situaban a lo largo de
la superficie de recubrimiento sinovial y permanecian
estables tras 14 dias de seguimiento. La produccion de
IL-1Ra se mantuvo durante periodos prolongados de
tiempo.

Este estudio contaba con dos limitaciones importan-
tes: 1) el vector utilizado era un retrovirus, capaz de in-
fectar s6lamente células en division; 2) por este moti-
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Figura 3. Terapia génica en la artritis cronica.

vo se habia utilizado una linea celular para ser trans-
fectada, y no tejido sinovial autélogo.

Durante los afios siguientes el trabajo de los investi-
gadores se ha centrado en la basqueda del vector ido-
neo. Tras la utilizacion de diferentes generaciones de
adenovirus, los denominados virus adenoasociados
(AAV) fueron elegidos como vectores con una elevada
eficacia en el transfer del cDNA-IL-1Ra, lo que facilita
una prolongada transduccion del mismo. Pan y
col.(10) demostraron la eficacia de la expresion de IL-
1Ra por parte de sinoviocitos mediada por AAV en la
artritis inducida por lipo-polisacaridos en ratas, incluso
tras una segunda estimulacion mediante LPS 100 dias
tras la transfeccion con AAV. Otro receptor de IL-1, el
hIL-1RII ha sido eficaz en prevenir la artritis inducida
por coldgeno en ratones, tras ser transfectado en que-
ratinocitos humanos implantados subcutaneamente en
el raton.

La hiperexpresion de IL-1Ra en la articulacion, no
solo suprime la inflamacion, sino que, lo que es de ca-
pital importancia para el tratamiento, también norma-
liza la funcion de sintesis de los condrocitos en el car-
tilago articular. En ratones, se ha podido demostrar c6-
mo IL-1Ra previene la progresiva degradacion del
cartilago que acompana a la proliferacion sinovial.

En contraposiciéon a los datos alentadores para IL-
1Ra, la inves-tigacion llevada a cabo con terapia géni-
ca utilizando el receptor p55 de TNF alpha, no ha si-
do eficaz para controlar los cambios inflamatorios en
la artritis inducida en ratas.

Los datos obtenidos para IL-1Ra mediante terapia
génica son especialmente interesantes si se tiene en
cuenta que la administracion de IL-1Ra recombinante
como tratamiento de la artritis reumatoide se encuen-
tra con dos obstaculos importantes: su vida media cor-
ta (tan solo seis horas en plasma), y la necesidad de
administrar cantidades enormes (de 10 a 1000 veces en
exceso) para contrarrestar el efecto de IL-1. Todos es-
tos hechos han llevado a IL-1Ra a ser la primera mo-
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lécula utilizada en un ensayo clinico, mediante terapia
génica, en pacientes afectos de artritis reumatoide (ver
mas adelante).

IL-10. IL-10 e IL-4 son capaces de inhibir la produc-
cion de TNF alpha e IL-1 por las células sinoviales vy,
al mismo tiempo, de incrementar la produccion de sus
inhibidores como IL-1Ra, receptor soluble de IL-1, re-
ceptor soluble de TNF e inhibidores tisulares de las
metaloproteinasas.

IL-10 es ante todo un potente inhibidor de TNF
alpha. Cuando IL-10 es transfectado utilizando ade-
novirus como vector, el efecto inhibidor de la artritis
se produce no solamente en la articulacién inyectada,
sino en el resto de las articulaciones de la misma ex-
tremidad. Este hecho estd de acuerdo con la idea de
que TNF alpha es un importante mediador en la di-
seminacion de la artritis a las articulaciones ipsilate-
rales.

Los datos mas interesantes vienen tras la utilizaciéon
de la llamada IL-10 viral (vIL-10), una molécula ho-
mologa a la IL-10 humana producida por el virus de
Epstein-Barr. vIL-10 es capaz de suprimir la respuesta
inmune, pero sin embargo, carece de algunos de los
efectos inmunoestimuladores de la IL-10 humana. Uti-
lizando de nuevo adenovirus como vector, Lechman y
col. (11) pusieron de manifiesto que, en la artritis in-
ducida en el conejo, vIL-10 reduce significativamente
la cantidad de leucocitos, disminuye la proliferacion
sinovial, impide la degradaciéon del cartilago y man-
tiene los niveles de sintesis de la matriz del mismo.
Curiosamente, este efecto anti-artritogénico se obser-
vo también en las articulaciones contralaterales utili-
zadas como control. Los autores sugieren que, algunas
de las células infectadas son capaces de emigrar (“traf-
ficking”) y quedar albergadas en la articulacion con-
tralateral, impidiendo la aparicion de artritis. Efectos
similares fueron obtenidos tras la administracion Gni-
ca endovenosa de 10? unidades del constructo ade-
novirus-vIL-10 en ratones en los que se indujo artritis
por colageno (CIA).

De nuevo, vIL-10 tiene un interés especial dado que
los ensayos clinicos utilizando IL-10 recombinante han
sido decepcionantes; como para IL-1Ra quiza la causa
sea la corta vida media de la molécula. De ahi que no
sea ilogico encontrar que es eficaz cuando hay una
produccion constante por parte de las propias células
del individuo.

Los investigadores en terapia génica en citoquinas
se acercan cada vez mds a argumentar sobre la utiliza-
cion de una terapia combinada: una molécula con
efecto bloqueante, como IL-1Ra, junto con una cito-
quina anti-inflamatoria, como IL-10, en el mismo cons-
tructo. Sin embargo, atin estamos lejos de tener la bi-
terapia ideal.
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SIGUIENDO LOS PASOS DE LA TERAPIA
ONCOLOGICA. SINOVECTOMIA BIOLOGICA

Si volvemos a la figura 2, recordaremos que la tera-
pia génica puede ser utilizada en oncologia para pro-
vocar la muerte tisular, haciendo a los tejidos sensibles
a algunos agentes retrovirales.

La forma mas simple es transfectar las células con la
timidina-quinasa del virus herpes-simple (HSV-tk). Es-
te enzima transforma el firmaco ganciclovir en un nu-
cleétido andlogo que es incorporado al genoma de las
células en las que existe replicacion del DNA. Este
anidlogo causa detencion prematura de la sintesis de
DNA y por tanto tiene un efecto toxico para las célu-
las en division. El estudio en conejos y en primates a
los que se administra a la vez adenovirus-HSV-tk in-
traarticular y ganciclovir intravenoso, muestran co6mo
se produce una ablacion efectiva de la sinovial, no qui-
rargica (12).

De igual forma un camino eficaz para impedir el
crecimiento del tejido sinovial es bloquear la forma-
cion de nuevos vasos a partir de los ya existentes. En
esta formacion, VEGF (vascular endothelial growth
factor) tiene un papel esencial. Mediante la utilizacion
de una secuencia anti-sentido dirigida contra los re-
ceptores de VEGF, Marchand y col. (13) fueron capa-
ces de reducir hasta en un 80% la formacién de nue-
vos vasos en el modelo animal.

Otra estrategia, como ya se ha nombrado en el caso
de los tumores, es introducir genes activadores de la
apoptosis, como p53 o el ligando-Fas (14).

RECUPERAR EL TERRITORIO PERDIDO.
REGENERAR EL CARTILAGO

El primer objetivo con respecto al cartilago es per-
der la menor cantidad del mismo, protegerlo. Al hablar
de la terapia con IL-1Ra hemos mencionado cémo el
bloquear IL-1 lleva a una proteccion de la funciéon de
los condrocitos y previene la progresiva pérdida de
cartilago articular.

Un paso mas es intentar recuperar el cartilago lesio-
nado, rellenar las areas que han quedado denudadas.
Conocemos multiples factores que estimulan la sintesis
de la matriz (IGF-1, BMP-2) o estimulan la diferen-cia-
cion condrogénica (TGFbeta). Sin embargo, recuperar
el cartilago no es tan sencillo. Atn pudiendo incre-
mentar la sintesis de IGF-1(insulin-growth-factor) y
BMP-2 (bone-morphogenetic-protein) por las células
de la sinovial, se produce tan solo un efecto discreto
sobre la sintesis de la matriz del cartilago en lesiones
experimentales en roedores.

Para poder recuperar la lesion necesitamos que au-
mente de forma importante el nimero de células con-
drogénicas en el seno de la propia lesion. Esto requie-
re otros procedimientos adicionales como penetrar en
profundidad en el hueso subcondral para permitir que
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elementos de la médula irrumpan en la lesion o reali-
zar implantes de condrocitos o de células condropro-
genitoras, €x vivo.

Parece que las células madre mesenquimales, deri-
vadas de la médula 6sea (MSCs), una vez implanta-
das, son mis eficaces que los propios condrocitos en
la tarea de reparar lesiones cartilaginosas producidas
en el modelo animal. Si se transfiere TGF-betal-DNA
a estas células en cultivo se produce su diferencia-
cion hacia la linea condrogénica. La posibilidad de
transducir estas células con genes que promuevan su
diferenciaciéon hacia condrocitos e incrementar el de-
posito de matriz intercelular una vez que la diferen-
ciacion se haya producido es particularmente atracti-
va.

Los investigadores intentan combinar la simplicidad
del transfer de genes in vivo con las ventajas de incre-
mentar la celularidad en las lesiones (hasta el momen-
to s6lo mediante una actuacion ex vivo), buscando
cudles son los genes diana de las células condropro-
genitoras existentes en las areas lesionadas.

PRIMEROS ENSAYOS EN EL SER HUMANO

Hace ahora aproximadamente un ano, el recono-
cido reumatoélogo inglés Marc Feldman felicitaba a
los investigadores en terapia génica de las enferme-
dades inflamatorias, por haber seguido en su em-
pefio por encontrar una terapia mejor a pesar de la
tragica e inesperada muerte de un paciente incluido
en un protocolo de terapia génica (no reumatologi-
ca). Pero este hecho nos recuerda que, s6lo aque-
llas terapias cuya seguridad ha sido probada reite-
radamente en el modelo animal, pueden ser con-
templadas como de posible aplicacion en el ser
humano.

Evans y col. Iniciaron el disefio del primer ensayo
clinico utilizando terapia génica en artritis reumatoide
en 1989. Soélo siete afios mas tarde se llevé a cabo el
tratamiento en el primer paciente. Los principales ob-
jetivos de este estudio eran determinar la posibilidad
de transferir cDNA de IL-1Ra en las articulaciones de
pacientes con AR, de forma que el gen se expresara in-
traarticularmente, y comprobar que el procedimiento
era seguro y bien aceptado por los pacientes. Por ser
el primer ensayo terapéutico, se tomaron las maximas
precauciones para asegurar que el procedimiento es-
tuviera exento de riesgos.

Sin entrar en los detalles del estudio diremos que
consistio en el transfer “ex vivo” (lo cual requiere una
cirugia inicial para recolectar sinoviocitos del paciente)
de ¢cDNA de IL-1Ra utilizando un agente retroviral co-
mo vector. Tras el tratamiento de nueve pacientes, los
autores afirman que el procedimiento es seguro y que
se produce una expresion bioldgicamente activa de IL-
1Ra en las articulaciones tratadas. El mismo equipo ha

iniciado un estudio doble-ciego para conocer la efica-
cia del tratamiento. Es decir, el primer estudio se diri-
gi6 a conocer la seguridad del procedimiento; el se-
gundo a saber su rentabilidad. Un proyecto similar al
descrito, utilizando también IL-1Ra, se ha puesto en
marcha en Alemania.

Otros dos ensayos clinicos paralelos se estan llevan-
do a cabo en EEUU y Europa, utilizando el gen de la
timidina-quinasa del herpes-simple con el fin de obte-
ner una sinovectomia biologica (ver mas arriba). Los
vectores no son iguales ya que el estudio europeo
continta usando adenovirus, mientras que el estudio
americano utiliza plasmidos como vector.

CONCLUSION

Como en otros campos de la investigacion médica,
la terapia génica va dando sus pasos para pasar de ser
tan so6lo una idea a constituir una alternativa terapéu-
tica real. Atin estando lejos de considerarla como la te-
rapia de eleccion por su facilidad, rentabilidad y bajo
coste (claramente no es asi hoy por hoy), hay que de-
jar la puerta abierta a todas las posibilidades que en el
fururo nos podra ofrecer. ;Hubiéramos sonado en po-
der hacer una sinovectomia sin abrir la articulacion ha-
ce unos anos?. No podemos olvidar que la terapia bio-
logica con moléculas sintéticas o anticuerpos mono-
clonales ya es parte de la rutina clinica diaria. Quiza
podamos obtener en un futuro los resultados 6ptimos
combinando ambas terapias biol6gicas: administracion
de moléculas sintetizadas en el laboratorio mis terapia
génica.
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