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INTRODUCCION

El concepto de terapia génica, definida como la introduccién de material
genético en una célula con el propdsito de aliviar o eliminar un proceso patolé-
gico, surgi6 a nivel ideoldgico a mediados de los afios 60, incluso antes del de-
sarrollo de la tecnologia del DNA recombinante. Su apoyo experimental co-
menzd en los 80 con la aparicidon de los vectores retrovirales. Las primeras
demostraciones in vitro de la potencialidad de esta nueva tecnologia generaron
un optimismo desmesurado en la comunidad cientifica que ha provocado, a lo
largo de poco mds de una década, el establecimiento de mas de un millar de
ensayos clinicos. Sin embargo, la euforia inicial se ha traducido en prudencia e,
incluso en cierto escepticismo en algunos sectores, al no cumplirse las expecta-
tivas temporales de evolucién y consecucion de resultados. El fallecimiento de
un joven paciente implicado en uno de estos programas, junto con la aparicion
inesperada de varios casos de leucemia inducida tras la integracién del trans-
gen, ha provocado una dura critica al desarrollo que se estd produciendo en es-
te campo. En contraposicién, comienzan a obtenerse las primeras evidencias de
éxito terapeutico, ademas de acumularse datos experimentales prometedores.

Por otra parte, la baja toxicidad de los tratamientos y las grandes posibilidades
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aun por desarrollar, siguen justificando, e incitando, un continuo avance en este
apasionante campo de la investigacion biotecnoldgica.

El cuello de botella del desarrollo de la terapia génica se encuentra en la
obtencién de sistemas eficaces de transferencia génica. Hasta el momento,
existe una gran variedad de vectores que presentan diversas ventajas e inconve-
nientes, pero ninguno de ellos alcanza el nivel de calidad requerido para que la
terapia génica obtenga la madurez que le permita ser una alternativa real y
competitiva frente a las terapias tradicionales. La potencialidad sigue siendo
desmesurada. El conocimiento de la totalidad de nuestro material genético, co-
mo resultado de la finalizacién del proyecto Genoma Humano, abre unas ex-
pectativas ilimitadas. Por ello, necesitamos que los vehiculos de transporte del
material genético se desarrollen suficientemente, de modo que permitan la uti-
lizacién de los genes como nuevos agentes farmacoldgicos y se posibilite su
explotacion terapettica.

El objetivo de este trabajo es dar una idea general del estado en el que se
encuentra actualmente el campo del disefio y desarrollo de vectores de transfe-
rencia génica con aplicacién terapettica. Antes de comenzar conviene recordar
que estamos tratando con un concepto terapeutico global, ya que cualquier cé-
lula puede ser el objetivo del tratamiento. Ademads, la aplicacién terapettica de
material genético es potencialmente ilimitada, puesto que va mads alla de la re-
paracién, sustituciéon o compensacién de una alteracién genética, permitiendo
su utilizacién como agente farmacoldgico per se, incorporando nuevas activi-
dades en el organismo que permitirian tanto tratamientos de patologias sin da-
fio genético (enfermedades infecciosas, por ejemplo) como tratamientos pre-
ventivos (vacunas de DNA). Por lo tanto, la diversidad de situaciones en las
que se podria aplicar justifica el desarrollo de una amplia diversidad de vecto-
res (el tratamiento de cada patologia puede requerir el disefio de un vector es-
pecifico). La obtenciéon de un vector universal con aplicacién generalizada es
una quimera, ya que diferentes enfermedades pueden tener requerimientos
opuestos. Sin embargo, si se pueden definir las caracteristicas de un "vector
ideal" y adaptarlas posteriormente a situaciones concretas:

. Que sea reproducible.
. Que sea estable.

1
2
3. Que permita la insercién de material genético sin restriccion de tamaiio.
4. Que alcance concentraciones elevadas (>108 particulas/ml).

5

. Que permita la transduccion de células tanto en division como quiescentes.
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Que posibilite la integracion especifica del gen terapeitico.
Que reconozca y actie sobre células especificas.

Que la expresion del gen terapetitico pueda ser regulada.

© o N

Que carezca de elementos que induzcan una respuesta inmune.

10. Que pueda ser caracterizado completamente.

11. Que sea inocuo y minimice sus posibles efectos secundarios.

12. Que sea facil de producir y almacenar y a un coste razonable.

Los vectores son s6lo una parte, aunque fundamental, del sistema terapéu-
tico. El sistema en si consta de dos componentes, el "vector" (vehiculo de
transporte) y el "cargo" (material transportado). Este, a su vez, se puede subdi-
vidir en otros dos componentes: el "efector" (gen a introducir) y el "soporte"
(los elementos que condicionan su expresion).

El cargo suele ser una estructura de tipo plasmidico (ADN bicatenario y cir-
cular) aunque puede ser de diversa naturaleza y complejidad, desde un simple
oligonucledtido hasta un cromosoma artificial, que permite incorporar una canti-
dad elevada de material genético con capacidad de perpetuacién en el tiempo.

El efector que se utilice dependera del efecto que se persiga. Si se preten-
de compensar, sustituir o reparar un gen dafiado, el efector ha de ser una copia
del gen intacto o un elemento que posibilite su reparacioén. Si se pretende indu-
cir un efecto biolégico concreto (eliminar especificamente un tipo de células,
bloquear la expresién de un virus, inducir una respuesta inmune...), se pueden
introducir genes naturales que potencien dicho efecto o genes que origen nue-
vas actividades que produzcan el efecto perseguido. Es el caso, por ejemplo, de
los genes suicida, en la denominada terapia con enzimas procesadoras de pro-
drogas. Consiste en la introduccién de genes que codifican enzimas capaces de
convertir un sustrato inocuo (pro-droga) en una potente droga citotéxica. El
sistema mads utilizado es el del gen de la timidina quinasa del virus Herpes
Simplex (HSV), que convierte el glanciclovir en su derivado téxico glanciclo-
vir trifosfato que, ademads, es capaz de afectar a las células adyacentes no trans-
ducidas, aumentando su eficacia por el denominado efecto "bystander”.

El soporte es la base para el control de la expresion del transgén e incluye
distintos tipos de elementos reguladores. El primero y fundamental es el pro-
motor, la zona de ADN anterior al gen donde se recluta la maquinaria de trans-
cripcién. La naturaleza del promotor condiciona el tipo de regulacién de la ex-
presion génica. Asi, se pueden utilizar promotores constitutivamente activos o

promotores especificos, que sélo son activos en un tipo celular concreto. De la
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Figura 1. Puntos clave
par regular la eficacia
de un vector misma manera, se pueden emplear promotores inducibles, que requie-

de transferencia génica. ren la presencia de un elemento concreto para ejercer su funcién. Este
puede ser un agente de adiccidén exdgena (control externo) o un agente
determinado por caracteristicas fisiolégicas especiales (por ejemplo, los promo-
tores sensibles a situaciones de hipoxia). Existen otros elementos del soporte
de diversa importancia, dependiendo de la funcionalidad perseguida. Entre
ellos se encuentran potenciadores y represores de los promotores, secuencias
de aislamiento ("insulators") que impiden las influencias de secuencias regula-
doras proximas, secuencias de integracion (para permitir la inclusién del mate-
rial exdgeno dentro del genoma de la célula hospedadora), secuencias de re-
combinaciéon homoéloga (para permitir el intercambio de material genético con
el genoma hospedador en una regién especifica), secuencias de empaqueta-
miento (para introducir el material genético en el interior de un vector viral), o
secuencias inmunoestimulantes (secuencias bacterianas del tipo islas CpG no
metiladas, que sirven como coadjuvantes en las vacunas de ADN).

Los vectores son los encargados de asegurar la estabilidad del material ge-
nético transportado y de vencer todas las barreras biol6gicas hasta alcanzar su
destino final, el ndcleo de la célula diana, donde tiene lugar la regulacién génica.
También de ellos va a depender la via de administracion a utilizar. En la Figura 1

se esquematizan las barreras mds importantes que el vector ha de solventar en su
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camino hacia su destino funcional. Entre ellas se incluyen la estabilidad -
de obtencion.

en el medio extracelular (para evitar su eliminacién y degradacidn), el re-
conocimiento de la célula diana (generalmente mediante un receptor especifico),
su unién a la membrana, su internalizacion en la célula (normalmente utilizando
un sistema de transporte vesicular como la endocitosis), el escape de los sistemas
de degradacién intracelular (lisosomas) y su entrada final al niicleo, donde debe
desmantelarse para permitir que el material genético que transporta gane acceso a
su ubicacién final y a la maquinaria de transcripcion.

Existen dos grandes grupos de vectores: virales y no-virales (Figura 2).
Los primeros incluyen todos aquellos que se han obtenido a partir de un virus,
tratando de eliminar sus caracteristicas patolégicas y de adaptarlos a su nueva
funcién como transportadores de material genético heterélogo. Pretenden apro-
vechar la ventaja que aportan los virus como vectores naturales, que han sufrido
procesos de evoluciéon complejos a lo largo de millones de afios para optimizar
su funcién de introductores de material genético en las células que invaden. Los
vectores no-virales siguen una estrategia opuesta, de sintesis en lugar de modifi-
cacion. Parten de estructuras sencillas, conocidas, e intentan reconstruir desde la 89

base un sistema completamente artificial que posibilite el transporte efectivo de
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genes en el interior de una célula. Como resulta obvio, las opciones son muy di-
versas, aunque todas ellas tienen en consideracién puntos equivalentes, que han
de resolver, en el intento de incorporar todos los elementos necesarios para la
construcciéon de un sistema de transferencia efectivo. Ambas estrategias tienen
ventajas y desventajas, que analizaremos a continuacién. Existen también algu-
nos casos de vectores biolégicos no virales (bacterianos) como portadores de
genes terapéuticos, alguno de ellos incluso en ensayos clinicos (para mas infor-
macidn, visitar la base de datos de ensayos clinicos en terapia génica que facili-

ta el portal de la revista Journal of Gene Medicine: http://www.wiley.co.uk/gen-

med/clinical/), pero no van a ser analizados en este documento.

DECTORES UIRALES

Los vectores de tipo viral son actualmente los mas efectivos, fueron los pri-
meros en utilizarse en ensayos clinicos a comienzos de 1990 y contindan siendo
los mas utilizados en dichos ensayos. Los virus son, de hecho, sistemas natura-
les de tranferencia genética. Para modificar un virus y transformarlo en un vec-
tor con potencialidad terapettica, el primer paso es bloquear su capacidad de
propagacién eliminando los genes responsables de su replicacién. Normalmente,
se suelen establecer lineas celulares que incorporan parte del genoma virico y
que permiten completar el ciclo reproductivo del virus, cuando son transfectadas
con plasmidos que introducen el material genémico complementario. Estas line-
as celulares se denominan "empaquetadoras”" y son las herramientas de produc-
cién de los vectores virales. El segundo paso en el proceso de obtencién de un
vector viral es la eliminacién de parte del genoma viral para crear espacio don-
de introducir el material terapettico (gen o genes, mds los elementos de con-
trol). Se han de eliminar genes que no sean esenciales y, especialmente, aquellos
que puedan resultar téxicos o perjudiciales para la célula a tratar.

En general, los vectores virales presentan como ventaja su gran eficacia de
transferencia y la posibilidad, en algunos casos, de integrar el transgén en el
genoma de la célula huésped. Sin embargo, arrastran importantes limitaciones
que incluyen su falta de especificidad celular en la mayoria de los casos; la li-
mitacién del tamaifio en el material genético a incorporar, debido a que han de
empaquetarlo en la cdpsida; su elevada inmunogenicidad y, sobre todo, el ries-

go biolégico que conllevan (reconstitucién de particulas replicativas por re-
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combinacién genética y oncogenicidad inducida por integracién inespecifica).
De hecho, esto es lo que ha ocurrido en un reciente ensayo clinico, por otra
parte exitoso, de terapia compensatoria en una inmunodeficiencia congénita
tratada con vectores retrovirales portadores de una copia "sana" del gen dafia-
do. En este ensayo, la insercion del transgén en el genoma del paciente generd,
en un par de casos, el desarrollo de una leucemia producida por su integracién
cerca del oncogén LMO2, provocando su activacion.

La lista de vectores virales es cada dia mds amplia. Aqui solo se muestran al-

gunos de los mas representativos, y que estan siendo utilizados en ensayos clinicos.

Uectores retrovirales

Los retrovirus son virus RNA con envuelta y fueron elegidos inicialmente co-
mo prometedores vehiculos de transferencia génica debido a su elevada eficacia de
transduccion en un gran nimero de tipos celulares, a que son capaces de integrarse
de forma estable en el genoma de la célula que infectan, sin expresar ninguna pro-
tefna viral inmunogénica, y a que son relativamente poco patogénicos, con popula-
res excepciones como el virus del SIDA (HIV, Human Immunodeficiency Virus).
La mayoria de ellos derivan del virus de la leucemia murina (MuLV). El virus pa-
rental posee tres genes, gag, pol y env, que codifican proteinas responsables de la
replicacién, encapsidacion, transcripcion reversa e infeccion. Estos tres genes pue-
den ser utilizados en trans (facilitados por las células empaquetadoras), permitiendo
la generacion de vectores que limitan el genoma retroviral a la sefial de empaqueta-
miento y las secuencias terminales necesarias para la integracién (LTRs, Long Ter-
minal Repeats). De esta forma se minimiza el componente genémico viral y se ma-
ximiza la capacidad de incorporacién de material genético heterélogo, aunque el
limite sigue siendo discreto, unas 7-8 kilobases (kb).

Su mayor limitacién reside en el hecho de que sélo son capaces de trans-
ducir eficazmente células en divisién, ya que el acceso al nicleo del complejo
de preintegracion requiere la ruptura de la membrana nuclear. Esto inicialmente
ha sido utilizado como una ventaja para el tratamiento de patologias oncoldgi-
cas, generando un cierto grado de especificidad debido al elevado nivel de pro-
liferacién de las células transformadas. Sin embargo, limita grandemente su
utilizacién en sistemas tan atractivos como las células progenitoras, normal-
mente en estado quiescente. La utilizaciéon de vectores derivados de otro tipo

de retrovirus, los lentivirus (HIV, SIV...), que si son capaces de infectar e inte-
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grarse en células quiescentes, abre nuevas posibilidades a estos vectores, aun-
que los riesgos inherentes al uso de los mismos han retrasado su utilizacién en
ensayos clinicos, habiéndose iniciado recientemente.

Un segundo tipo de inconvenientes reside en la poca estabilidad de las parti-
culas y su baja tasa relativa de produccion. Esto ha sido parcialmente resuelto me-
diante la sustitucién de la proteina de la envuelta por la glicoproteina G del virus
de la estomatitis vesicular, que posibilita la obtencién de titulos de hasta 109 p.i./ml
y estabiliza las particulas. Ademas, la utilizacién de células empaquetadoras de ori-
gen humano produce vectores resistentes a la inactivacién por complemento.

Finalmente, la carencia de especificidad celular inherente a estos virus (po-
seen un rango de infectividad muy amplio) esta tratando de resolverse mediante
la utilizacién de vectores que poseen proteinas quiméricas en la envuelta. Estas
incorporan ligandos heter6logos o anticuerpos monocatenarios que generan nue-

vas especificidades y permiten transducir selectivamente una poblacién celular.

UVectores adenovirales

Los adenovirus son virus DNA sin envuelta con un genoma bicatenario de
hasta 36 kb. Se han seleccionado los serotipos 2 y 5 para la obtencién de vec-
tores por no estar asociados con ninguna enfermedad severa ni originar tumo-
res en animales. Pueden transducir un nimero bastante amplio de tipos celula-
res distintos, tanto células en divisiébn como post-mitéticas, con una eficacia
muy elevada. Sin embargo, el genoma viral se mantiene episémico, lo que per-
mite s6lo una expresién genética transitoria.

La primera generacién de vectores adenovirales se obtuvo mediante dele-
cién de la region El, que bloqueaba su capacidad replicativa, y la E3, aparen-
temente no esencial. Sin embargo, posteriormente se demostré que la presencia
de E3 incrementaba significativamente la expresion del transgen y disminuia la
respuesta inmune, por lo que volvié a introducirse en la segunda generacién de
vectores a expensas de otras regiones, como la E4 o la E2A. En ambos casos,
la capacidad del vector para acomodar genes terapéuticos no sobrepasaba los 7-
8 kb, muy por debajo de la capacidad tedrica de las particulas originales. Re-
cientemente, se ha conseguido eliminar la mayoria del genoma viral mante-
niendo sélo las sefales de empaquetamiento y las secuencias terminales (ITRs,
Inverted Terminal Repeats), rindiendo vectores con gran capacidad incorpora-

dora (hasta 35 kb), que se han denominado "vectores sin tripas" (gutless).
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La eliminacién de material genémico viral no s6lo aumenta la capacidad del
vector, sino que disminuye también el riesgo de induccién de respuesta inmune.
De hecho, éste es uno de los problemas mas graves de estos vectores, y ha sido la
causa del fallecimiento accidental mencionado anteriormente. La mayoria de la
poblacién humana ha sido infectada en algin momento con adenovirus y presenta
una respuesta inmunitaria inicial. Existen estrategias inmunosupresoras transitorias
y se estan tratando de desarrollar vectores adenovirales de origen animal (canino,
bovino u ovino). Sin embargo, el problema se mantiene sin resolver de una forma
satisfactoria y el uso de vectores adenovirales se reduce a aplicaciones unitarias.

Una de las mayores ventajas de estos vectores radica en su alta productivi-
dad, con titulos de hasta 1010 p.i./ml, y su gran estabilidad, que les permiten
ser concentrados adicionalmente para alcanzar valores de 1012 p.i./ml. Esto,

junto con la posibilidad de transducir células quiescentes, les ha hecho muy

Tabla 1.
V. Retrovirales V. Adenovirales V. Adenoasociados

Caracteristicas 2.; .

e
Soporte génico RNA lineal DNA lineal DNA lineal
bicatenario bicatenario monocatenario
Capacidad transportadora 7-8 kb Hasta 35 kb 4.5 kb
(gutless)

Inmunogenicidad Baja Elevada Baja
Eficacia de transfeccién Elevada Elevada Elevada
Dependencia del estado Si No No

de division celular (excepto lentivirus)

Integracién del transgén Si, aleatoria No Si, especifica
Estabilidad Baja Elevada Elevada
Especificidad Baja Baja Baja
Otras Riesgo bioldgico Limitado Elaboracién
(infect., mutag. a aplicaciones tediosa 93

insercional) reducidas
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atractivos para la comunidad cientifica y son el segundo tipo de vectores en
frecuencia de utilizacién en ensayos clinicos.

Su falta de especificidad celular también ha sido compensada por el desarrollo
de estrategias de redireccionalidad: quimeras que introducen ligandos especificos
en proteinas de la cdpsida y moléculas biespecificas que reconocen tanto la capsida

viral como el receptor seleccionado, para conferir un nuevo tropismo celular.

Uectores basados en virus adenoasociados

Los virus adenoasociados son parvovirus humanos no patolégicos. Son pe-
quefios virus sin envuelta con un genoma de DNA monocatenario, capaces de in-
fectar un gran ndmero de células de diverso origen, tanto en division como en su
estado quiescente. A diferencia de los adenovirus, pueden integrarse en la célula
huésped en una ubicacién especifica (el brazo q del cromosoma 19) eliminando la
posibilidad de mutagénesis insercional. Otra ventaja adicional es la carencia de
respuesta inmune observada in vivo.

Sus mayores limitaciones se centran en su reducida capacidad de transporte
(unos 4.5 kb) y en su tediosa produccién, que requiere la presencia de virus de
apoyo (adenovirus o herpesvirus), dificiles de eliminar completamente. Una com-
plicacién adicional surgié al comprobar que la eliminacién de parte del genoma
viral para permitir la introduccién del transgén se tradujo en la pérdida de la capa-
cidad de integracion especifica. Recientemente se ha descubierto que la proteina
Rep78, en presencia de los ITRs, es capaz de potenciar la integracion especifica
en el genoma celular y podria ser la clave que solucionara este problema.

Finalmente, como hemos visto en los vectores anteriores, la falta de especificidad

celular ha sido también tratada empleando la estrategia de moléculas biespecificas.

Dectores virales quimericos

Una opcién interesante, que cada dia se esta explotando con mas frecuencia, es
la combinacién de varios vectores para compensar las limitaciones que presentan ca-
da uno por separado, a la vez que se aprovechan las ventajas mds destacables que
aportan individualmente. Existen diversas estrategias experimentales de estas quime-
ras, pero s6lo voy a mencionar, a titulo de ejemplo, la quimera adenovirus-retrovirus.
Consiste en la utilizacién simultdnea de dos tipos de vectores adenovirales, uno que

incorpora la maquinaria de empaquetamiento retroviral (gag, pol y env) y otro que
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introduce el material genético equivalente a un vector retroviral (LTRs, sefial de em-
paquetamiento y material terapéutico). Se aprovecha la elevada eficacia de transduc-
cién de los vectores adenovirales para cotransfectar con ambos vectores, transforman-
do las células dianas en células productoras de vectores retrovirales. Los vectores asi

generados son capaces de infectar las células vecinas e integrarse en su genoma.

DECTORES NO-UIRALES

El concepto general aplicado al desarrollo de este tipo de vectores se asemeja
maés al de los productos farmaceiticos tradicionales. Se pretende mimetizar el pro-
ceso natural de introduccién de material genético en una célula huésped, utilizan-
do material sintético y, por lo tanto, conocido y controlable. La eficacia de estas
nuevas "medicinas génicas" depende de dos niveles de actuacidn: el sistema de in-
troduccién de los genes (el vector propiamente dicho) y el sistema de regulacién
de su expresion (el soporte). Ambos son fundamentales y complementarios, pero
aqui s6lo vamos a tratar el primero de ellos.

Los vectores no-virales presentan, en general, una eficacia inferior al de sus
oponentes (no es facil competir con sistemas desarrollados por la naturaleza). Algu-
nas caracteristicas virales, como la capacidad de integracién en el genoma huésped,
estan en proceso de desarrollo. Actualmente se estd trabajando en el empleo de trans-
posones como "Sleepy Beauty", capaz de insertar transgenes en cromosomas de ma-
miferos. La explotacion de estrategias alternativas, que no requieren la integracion del
transgén para asegurar un efecto terapettico estable, también favorece el desarrollo
de estos vectores. Es el caso de los métodos de induccién de reparacién de DNA in
situ, como la "quimeraplastia", aunque su eficacia no esta claramente establecida.

En cuanto a sus ventajas, destacan su facilidad de manipulacién, mayor esta-
bilidad, bioseguridad, gran capacidad transportadora, menor inmunogenicidad y
especificidad celular, en algunos casos. Los tipos de vectores son muy variados,

pero pueden agruparse en categorias, que veremos a continuacion.

Metodos fisicos

Se basan en la introduccién de DNA en la célula mediante la aplicacién de

95

un sistema mecanico o eléctrico. Alguno de ellos esta siendo utilizado en ensayos

clinicos, aunque presentan claras limitaciones, principalmente por su aplicacién
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local y el ndimero reducido de células que afectan. En esta categoria se encuen-
tran la microinyeccién (introduccién de DNA en el nicleo celular mediante el
uso de una microaguja), bombardeo de particulas, popularmente conocido como
la "pistola génica" (proyeccién de microparticulas metélicas recubiertas de DNA
mediante un sistema balistico impulsado por gas), electroporaciéon de bajo voltaje
(permeabilizacién transitoria de la membrana celular por aplicaciéon de pulsos
eléctricos de alta frecuencia y bajo voltaje) e inyeccién intersticial de DNA des-

nudo. Este dltimo método ha resultado especialmente efectivo en musculo.

Liposomas cationicos (Lipoplexes)

Buscando la similitud con otras formulaciones farmaceiiticas, y tratando de
aprovechar la experiencia acumulada en sistemas particulados de encapsulaciéon de
pequeiios farmacos en vesiculas lipidicas, se traté de aplicar la tecnologia de los lipo-
somas al transporte de dcidos nucleicos. Aunque inicialmente se intentd encapsular el
DNA en el interior de liposomas, el rendimiento fue pobre y la eficacia se incremen-
té considerablemente al cambiar los liposomas tradicionales por otros basados en li-
pidos catiénicos. A diferencia de aquellos, el DNA interacciona con los grupos cati6-
nicos de la superficie lamelar y no se incluyen en el interior vesicular. El éxito de
este tipo de estrategias ha sido claro desde el principio y actualmente da cuenta del
mayor nimero de protocolos en ensayo clinico dentro de los vectores no virales.

Existe un nimero bastante elevado de estos lipidos tanto en explotacion
como agentes de transfecciéon como en desarrollo para su utilizacién como vec-
tores de transferencia en terapia génica. Entre los mds populares se encuentran
DOTMA (Lipofectin), DOTAP, DMRIE, DOGS (Transfectam), DOSPA (Lipo-
fectAMINA) y DC-Colesterol. Presentan niveles de eficacia aceptablemente al-
tos, una inmunogenicidad casi nula, una capacidad de transporte de DNA sin
restriccién de tamafio, gran estabilidad de almacenaje y sencillez de uso. Sin
embargo, son dificiles de caracterizar estructuralmente y no presentan especifi-
cidad celular, aunque ambos puntos estan en desarrollo.

Los lipidos catiénicos utilizados estdn formados por estructuras anfifilicas, com-
puestas de un dominio hidrofébico y una cabeza polar. La naturaleza de esta dltima
es la que marca la diferencia entre ellos. Los grupos catiénicos mds frecuentes son
aminas cuaternarias y poliaminas (espermina, espermidina, polilisina...). Su eficacia
de transfeccién depende, en la mayoria de los casos, de la presencia de un lipido neu-

tro adicional, DOPE, que actiia como "lipido de apoyo", posibilitando la fusogenici-
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dad del liposoma y la entrada del DNA en el citosol. La compactacién del DNA con
policationes, especialmente protamina, antes de la adiccién del liposoma ha supuesto
un incremento importante en la efectividad del sistema. Otras modificaciones intere-
santes incluyen la utilizacién adicional de lipidos aniénicos, que activan su capacidad
fusogénica en el microambiente dcido del endosoma, la inclusién de ligandos o de
anticuerpos para generar especificidad celular y la optimizacién de formulaciones que

eviten su opsonizacién, una de las principales limitaciones de su utilizacién in vivo.

Quimeras HUJ-liposomas (Virosomas)

Un concepto muy interesante, desarrollado por un grupo japonés, es la obten-
cién de liposomas quiméricos por fusién con el virus hemaglutinante del Japon
(HVJ), también llamado virus Sendai. La estrategia consiste en la encapsulacién de

complejos DNA-HMGT1 en liposomas clésicos (fosfolipidos, colesterol) y su fusién

Tabla 2.
M. Fisicos Lipoplexes Poliplexes Peptiplexes
isti ey Lo
Caracteristicas o= ?%?‘L _}}& “ff“ O
Soporte génico Cualquiera Cualquiera Cualquiera Cualquiera
Capacidad transportadora Ilimitada Ilimitada Nlimitada Tlimitada
Inmunogenicidad Muy baja Muy baja Baja (en Baja (en
algunos casos)  algunos casos)
Eficacia de transfeccion Elevada, pero Media Media Media
muy localizada
Dependencia del estado Relativa Relativa Relativa Relativa
de divisién celular
Integracion del transgén No No No No
Estabilidad Elevada Elevada Elevada Elevada
Especificidad Elevada Baja (con Elevada, en Elevada, en
(aplicacidn local) excepciones) algunos casos algunos casos
Otras Aplicacion Experiencia Econdémicos, Versitiles,

bastante limitada farmacoldgica

rel. controlables

biodegradables
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posterior con HVJ inactivado con luz ultravioleta. De esta forma se combinan las
ventajas del vector no viral con la capacidad de unién celular y fusogenicidad aporta-
das por las proteinas de la envuelta virica. A diferencia de los vectores virales, esta

nueva quimera resulta muy poco inmunogénica y permite administraciones repetidas.

Conjugados moleculares (Poliplexes)

Estos vectores se basan en moléculas bifuncionales obtenidas por unién co-
valente entre un policatién (polilisina), que posibilita la unién y condensacion del
DNA, y un ligando o anticuerpo monoclonal, que confiere especificidad celular.
Estas moléculas forman complejos con DNA de estructura definida (toroidal) que
permite su facil captura por la célula, siguiendo una ruta endocitica mediada por
receptor. La ventaja mds clara del sistema es su especificidad. Sin embargo, la
mayor parte de los complejos que entran en los endosomas finalizan en los liso-
somas, donde son degradados. Esta importante limitacién ha tratado de solucio-
narse mediante la adiccién de reactivos que bloqueen la acidificacién del endoso-
ma (cloroquina, monensina, bafilomicina Al...) o la incorporacién de actividades
fusogénicas que se activen con la disminucién del pH que tiene lugar en el endo-
soma. Entre estos udltimos se incluyen adenovirus inactivados con psoralen y luz
UV (generan eficacias de transfeccién muy altas) y péptidos fusogénicos. Para su
utilizacién in vivo se necesita la incorporaracién de esta nueva actividad en los

complejos, en lugar de su utilizacién in trans.

Policationes (Poliplexes)

De nuevo, el caracter catiénico es la directriz para el desarrollo de un vector
no viral. Este cardcter permite, no sélo la interaccion con el DNA (polianién), sino
también su condensacién y la interaccion de los complejos resultantes con las
membranas celulares, que poseen cargas negativas en su superficie. Para ello se
requiere que los complejos polication-DNA sean electropositivos, lo que se consi-
gue con un exceso del policatiéon. Por tanto, la determinacién de la estequeometria
Optima es fundamental para obtener un buen rendimiento de transferencia génica.

Los policationes mds desarrollados y de mayor eficacia en la actualidad son los
basados en polimeros ramificados. Entre ellos destacan los dendrimeros de poliamido-
aminas (PAMAM) y la polietilénimina (PEI). Los primeros son estructuras esféricas

con una arquitectura muy definida y controlable. La presencia de grupos protonables
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con diferentes pKs le confiere un caracter tamponador que bloquea la acidificacién del
endosoma, incrementando la eficacia de escape al citosol. El fraccionamiento parcial
del dendrimero, mediante la eliminacién de alguna de sus ramificaciones, ha permitido
una mejora sustancial del vector. El dendrimero fracturado actia como una "esponja"
en el interior del endosoma, posibilitando una liberacion més efectiva del DNA.

PEI es también una alternativa muy interesante. Comparte la funcionalidad
tamponadora de los dendrimeros y su coste de produccién es muy bajo. Sin
embargo, es de naturaleza polidispersa y mas dificil de caracterizar. Actual-
mente se han conseguido introducir con éxito diversos tipos de ligandos, que le

confieren selectividad celular.

Dectores de naturaleza peptidica (Peptiplexes)

Existe un grupo heterogéneo de vectores que se basan en estructuras de natura-
leza peptidica. De ellos sélo voy a mencionar dos tipos. El primero utiliza proteinas
multidominio, basadas en el cardcter modular de las toxinas bacterianas. El concepto
general es similar al de los conjugados moleculares pero con la ventaja de la utiliza-
cion de técnicas de ingenieria genética. El sistema incorpora, en una sola cadena
peptidica, diferentes dominios estructurales, que confieren actividades especificas
necesarias para la eficiente introduccién de DNA en las células dianas. Las proteinas
quiméricas obtenidas poseen un dominio de reconocimiento y unién celular (ligando
0 anticuerpo monocatenario), un dominio que posibilita el escape del endosoma (el
dominio de translocacion de la toxina) y un dominio de unién a DNA (especifico o
inespecifico). Una de las ventajas de este sistema es su versatilidad, que le permite
la adaptacién a requerimientos especificos mediante la simple sustitucién de un do-
minio. Sin embargo, presenta limitaciones en cuanto a la expresion a gran escala de
proteinas tan complejas, asi como su posible inmunogenicidad.

El segundo tipo estd basado en la utilizacién de una estrategia similar me-
diante el uso de péptidos modulares: la aplicacién de péptidos con funcionalida-
des especificas (unién a DNA, reconocimiento celular, fusogénesis, tropismo nu-
clear...) como sillares estructurales. De esta forma se permite el establecimiento
de complejos de tamaifio controlado (el minimo posible) y de reducida inmunoge-
nicidad, que han permitido mejorar la eficacia de la transferencia génica.

Para finalizar, solo quiero recordar que éste es un campo en continuo desa-
rrollo y evolucién, y que ain quedan estrategias por explotar. Probablemente, la

solucién no se encuentre en ninguno de los vectores como se conocen en la actua-
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lidad. La combinacién de varios de ellos se estd empleando con éxito en algunos
sistemas. En cualquier caso, cuantas mas alternativas se exploren, mds cerca esta-
remos de la obtencién de un buen vector de transferencia.

En paralelo al desarrollo de vectores, los avances en el disefio del soporte
(promotores inducibles y especificos de tejido, secuencias reguladoras, aislantes
génicos, sistemas de integracion, replicacion episdmica en el huésped...) compen-
san y complementan a aquellos, permitiendo una evolucién integral del sistema
que posibilitard una mayor eficacia y una disminucion de sus limitaciones. Mien-
tras tanto vamos conociendo en mayor detalle los mecanismos biolégicos que
permiten la introduccién de material genético heterdlogo en una célula y eso re-

percutird positivamente en el disefio de las nuevas generaciones de vectores.
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