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INTRODUCCIÓN 

Por terapia génica, se entiende la utilización de métodos moleculares para reem­
plazar genes defectuosos o ausentes. para contrarrestar otros sobreexprcsados, o 
para introducir alteraciones genéticas que pueden ser beneficiosas en el trata­
miento de enfermedades. Este tipo de llevar a cabo la medicina.que parecía un 
asunto de ciencia ficción hace tan sólo unos años, es hoy en día una realidad 
completamente factible debido. entre otras cosas, al rápido progreso en las téc­
nicas de DNA recombinante y de los procesos de transferencia genética. que se 
están llevando a cabo en numerosos grupos científicos con resultados bastante 
alentadores (2, 7. 33. 43). 

Las primeras experiencias que podrían relacionarse con la terapia gemca se 
remontan a 1944. cuando Avery et al estudiaron la transferencia génica mediada 
por DNA. de forma casual. al investigar las sustancias que transformaban los 
pneumococos. Hace 20 años se pudo incorporar DNA. mediante transporte intrace­
lular mediado por fosfato cálcico en células en cultivo. Pero ha sido el desarrollo de 
la tecnología del DNA recombinante lo que ha supuesto un avance espectacular 
y abierto enormes perspectivas en enfermedades de tipo genético como serían. 
por ejemplo, las hemoglobinopatías. el Síndrome de Lesch-Nyhan. el cáncer u 
otros procesos. que pueden tener un tratamiento molecular específico (:~. 7) 

CÁNCER. CONCEPTOS GENERALES 

El cáncer. o el desarrollo de procesos tumorales malignos. es una de las causas 
más frecuentes de mortalidad. con unas perspectivas globales de curación del 50%. 
A nivel pronóstico y de perspectivas de curación. se podrá destacar el escaso 
avance clínico de curación de la mayoría de los tumores sólidos epiteliales. que 
son los más frecuentes, los cuáles mantienen unos porcentajes de curación equi­
parables a los de hace 15 años. 
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La formación de tumores humanos es muy compleja y requiere la acumulación 
de múltiples alteraciones oncogénicas (85, 15, 22, 29, 39). Dichas alteraciones 
moleculares van asociadas al desarrollo de los tumores, que en su inmensa 
mayoría muestran una progresión histopatológica desde lesiones incipientes, 
con grados de displasia y atipia variables, hacia tumores "benignos", carcinomas 
intraepiteliales, tumores infiltrantes y, finalmente, con diseminación metastásica. 
La distinción entre benigno y maligno es simple, y conceptualmente errónea en 
muchos tumores y procesos neoplásicos. Es un error considerar a los tumores 
como procesos estáticos, que son definidos por una serie de características descritas 
en un momento dado y en un contexto anatomopatológico determinado. Desde el 
punto de vista molecular, el proceso carcinogenético se considera más dinámico 
y presumiblemente puede explicar la evolución frecuentemente impredecible de 
muchos procesos neoplásicos considerados benignos clínicamente (13). 

La transformación maligna celular está relacionada con la activación de diversos 
oncogenes y a la inactivación de genes supresores. En dicho proceso de transfor­
mación celular va implícito el fallo de las células al diferenciarse (25, 38) y la 
activación de vías celulares que inducen proliferación. Dentro del complejo 
puzzle de alteraciones moleculares que pueden estar involucradas en el desarrollo 
de los tumores, es importante destacar la distinción de los genes gatekeepers 
(controladores del ciclo celular) y los carekeepers (controladores de la replica­
ción fidedigna del ADN), propuesto por Vogelstein (25). De hecho, las células 
pueden tener sólo uno o algunos de estos genes inactivados, y que variarían según 
el tipo celular. Esta concepción de los genes reguladores, específicos de deter­
minados tipos celulares, explicaría por qué mutaciones que se heredan por línea 
germinal sólo tengan efectos oncogénicos en determinadas localizaciones 
del organismo. Por ejemplo, el gen del retinoblastoma, el del von Hippel Lindau, 
el de la neurofibromatosis tipo 1 y el de la poliposis adenomatosa. En el caso de 
los genes reparadores, su importancia oncogénica sería indirecta, dado que no 
intervienen en la promoción tumoral inicial de las células, sino que al fallar la 
reparación de genes se induciría inestabilidad genética, con acumulación de 
mutaciones a lo largo del genoma, incluyendo los gatekeepers genes. Genes 
"reparadores" conocidos hasta la fecha incluirían los del xeroderma pigmetosum, 
el cáncer de colon familiar no asociado a poliposis, la ataxia telangiectasia y, 
probablemente, también los genes del BRCAl y BRCA2 de predisposición al 
cáncer de mama. 

No obstante, es importante resumir algunas consideraciones generales relacio­
nadas con los mecanimos de carcinogénesis y de transformación celular, para 
poder entender mejor su aplicabilidad clínica en las vertientes de diagnostico, 
pronóstico y de tratamiento. 
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a) La descripción de oncogenes y genes supresores se basa en la capacidad tras­
formante que confieren los oncogenes. y la pérdida de función de la actividad 
supresora de los genes supresores. Es importante resaltar que hay más de 
100 oncogenes con capacidad transfonnante in vitro. y que la mayoría de los 
genes relacionados con el ciclo celular. la proliferación celular. los factores de 
crecimiento. asi como con las múltiples rutas de transmisión de señales, invo­
lucran a genes cuya pérdida de control o con actividad constitutiva pueden 
asociarse a dicha ventaja de crecimiento que finalmente confiere la actividad 
transformante. No obstante, es impm1ante saber que los criterios para calificar a 
una deteminada alteración molecular como oncogénica son experimentales, y 
que se basan en que las células con un oncogén activado pueden crecer indefini­
damente en cultivo, incluso en condiciones de bajo suero, que pueden fom1ar 
colonias en "soft agar"', y que en determinadas situaciones pueden formar tumo­
res tras su inyección en ratones atímicos. Dichos criterios y su relación con el 
concepto de malignidad clínica no son equiparables. Cada vez se describen con 
más frecuencia mutaciones y amplificaciones de oncogenes y delección de 
genes supresores en lesiones humanas no malignas, focos hiperplásicos. 
metaplasias. etc., es decir. no se puede hablar tampoco de malignidad de una 
lesión histológica basándose exclusivamente en las alteraciones moleculares. 
Ejemplos con mutaciones de ras y de p53 en lesiones reactivas y benignas de 
pulmón. laringe. colon, se están empezando a describir con asiduidad. Además. 
recientemente se ha descrito cómo el efecto transformante de oncogenes. 
como el ras. está relacionado con los niveles de expresión proteica e. incluso. 
en casos con mutaciones, no se han detectado niveles equiparables a los nece­
sarios para conseguir un efecto transformante in vitro. 

b) Salvo algunos procesos hematopoyéticos, linfoproliferativos y tumores infan­
tiles de células pequeñas. no hay alteraciones moleculares específicas de un 
determinado tumor ( 11 ). En este sentido habría que asumir que dentro del 
enorme número de alteraciones moleculares que pueden conllevar ventaja de 
crecimiento celular, los múltiples agentes carcinógenos (químicos. víricos y 
radiaciones) pueden elegir o activar indistintamente a varios de ellos y lo que. 
finalmente. lleve al desarrollo tumoral sea la acumulación complementaria de 
varias alteraciones oncogénicas. que contrarresten los controles fisiológicos 
de proliferación celular y los diversos factores mesenquimales e inmunológicos. 

c) Hay una enorme heterogeneidad y variabilidad en los tumores humanos, con más 
de 250 tipos diferentes o entidades anatomoclínicas. y casi ilimitados subtipos 
o variantes morfológicas. Dicha heterogeneidad tiene que ser el resultado de 
combinar dos variables. Una variable son los diversos tipos celulares de origen 
(en principio cualquier célula del organismo) y la otra, el elevadísimo número 
de alteraciones moleculares que puede acumularse en el proceso transfonnante. 
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A nivel molecular, se puede demostrar la variabilidad morfológica en función de 
diversos oncogenes y alteraciones oncogénicas presentes en las células (40, 41). 

Asimismo, la evolución biológica, la respuesta inmune y la resistencia a los 
agentes quimio y radioterápicos también se correlacionan con los numerosos 
genes involucrados en la carcinogénesis. Hay ejemplos claros de como las 
mismas células pueden formar lesiones mínimas en ratones singénicos y, por 
el contrario, tumores muy agresivos en ratones inmunodeprimidos. Asimismo, 
la capacidad transfonnante de los diversos oncogenes, en el sentido de agre­
sividad tumoral y biológica, no es la misma para los diversos oncogenes, 
habiendo ejemplos de transformación a partir de las mismas células en las que 
algunos oncogenes inducen tumores de crecimiento lento y bien diferenciados, 
mientras otros se asocian a tumores agresivos y muy infiltrativos. Además, no 
todas las alteraciones oncogénicas descritas se asocian a un peor pronóstico de 
los tumores. De hecho, la sobreexpresión de bcl2 se asocia a mejor pronóstico 
en cáncer de mama y de pulmón, e incluso determinadas alteraciones molecu­
lares, como las mutaciones del BRCA2 de cáncer de mama, se pueden asociar 
a mayor radiosensibilidad del tumor. Por tanto, la detección de algunas alte­
raciones moleculares puede ser un factor pronóstico favorable y orientar 
algún tipo de tratamiento más específico. 

d) En el propio concepto de tumorigenicidad va implícita la impredecibilidad de 
su evolución biológica. Los procesos tumorales van acumulando, durante su 
desarrollo, numerosas alteraciones moleculares. Esto es un hecho incontro­
vertible, que hoy en día se tiende a explicar tanto por la propia dinámica del 
proceso carcinogénico como por la presencia de diversas alteraciones mole­
culares, que favorecen la acumulación de múltiples errores genéticos en las 
células. Por ejemplo, por el fallo de los genes involucrados en la reparación 
del DNA y con las mutaciones de p53. 

PERSPECTIVAS EN TERAPIA ANTITUMORAL BASADAS EN LAS 
ALTERACIONES ONCOGÉNICAS 

Las perspectivas terapéuticas en cáncer se entroncan con el avance del estudio de las 
alteraciones moleculares en los tumores malignos y con el desarrollo de métodos 
de inhibición/supresión de dichas alteraciones moleculares, en el caso de los 
oncogenes, o bien en la restitución de aquellos genes supresores "inactivados". 
En este sentido hay diversas líneas de investigación, algunas ya en fase de ensayos 
clínicos entre las que podrían destacarse las siguientes (3, 8, 14, 16, 49, 53, 54, 
55, 57): 

a) El estudio de inhibidores de la actividad oncogénica. En este sentido hay varios 
trabajos prometedores sobre inhibidores de vías enzimáticas involucradas en 

418 



su síntesis (e.j. la farnesil transferasa y los genes ras) o, por ejemplo, el uso de 
inhibidores específicos, como el inhibidor de tirosinquinasa K252 para la 
actividad del oncogen trk. 

b) La introducción de genes supresores que están ausentes o mutados en los 
tumores. Como se sabe, las mutaciones de genes supresores, especialmente 
del p53 y pl6, son las alteraciones oncogénicas más frecuentes descritas hasta 
la fecha en cánceres humanos. El uso de diversos métodos para transferir 
dichos genes a las células malignas es una de las vías más prometedoras en 
terapia génica. 

c) La inhibición de la actividad oncogénica por moléculas antisense o secuencias 
de nucleótidos complementarios al mRNA de diversos oncogenes, que hibridan 
con dicho RNA y anulan su actividad y expresión celular. Dicha aproxima­
ción ya se está realizando en algunos casos, funciona bien in vitro, resulta 
muy cara in vivo e induce en general un efecto transitorio y dependiente. 

Tanto los tumores sólidos, como las leucemias y linfomas, muestran una sobre­
expresión en ciertos oncogenes, y la malignidad de estas células podría desapa­
recer impidiendo la expresión de estos genes mediante la administración de 
pequeños oligodeoxinucleótidos complementarios a los mRNAs y DNAs 
correspondientes. Estos oligonucleótidos son moléculas de DNA de banda 
simple, sintetizados in vitro y modificados químicmnente en el grupo fosfodiéster 
para hacerlos resistentes a las nucleasas. Con un tamaño de 15-20 nucleótidos, 
se pueden introducir por difusión simple en las células de un organismo. El 
oligonuceótido actúa a nivel de mRNA, hibridando con la región comple­
mentaria por puentes de hidrógeno con las bases correspondientes. La formación 
del híbrido, preferentemente en la región 5' del mensajero, impide la traducción 
y síntesis de la proteína correspondiente. 

El uso de moléculas antisentido para modificar la expresión génica varía en 
su eficacia según el estudio. Pero existen resultados preliminares de varios 
estudios clínicos que demostraron la seguridad y la eficacia de algunos de 
estos tratamientos con oligonucleótidos antisentido (ODNs), como por ejemplo 
la respuesta clínica observada en algunos pacientes con cáncer de ovario tratados 
con ODNs codificando para la proteína kinasa C. También algunos procesos 
hematológicos tratados con estos oligonucleótidos antisentido, dirigidos contra 
bcr/abl y bcl-2, han mostrado una prometedora respuesta clínica. 

d) Diseño de nuevos protocolos de qui mio y radioterapia (31 ). En este apartado 
hay que distinguir, por una parte, el estudio de nuevos fármacos anti tumorales, 
como el TAXOL, que tienen efectos más o menos efectivos y selectivos en 
algunos tumores, y el empleo de métodos moleculares para aumentar la efi­
ciencia de la quimioterapia y radioterapia, como pueden ser la transferencia 
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de genes de resistencia a drogas MOR a células progenitoras de la médula 
ósea. De este modo se pueden incrementar las dosis de quimioterápicos a los 
pacientes sin efectos colaterales nocivos, como la mielosupresión y, por 
último, se podría destacar, también, la posibilidad de aplicar unos protocolos 
de quimioterapia y radioterapia más específicos para cada tumor y cada· 
paciente, en función de las alteraciones oncogénicas concretas que tengan 
dichos tumores. De este modo, se sabe que la respuesta celular a los diversos 
fármacos antitumorales, que se da en la mayoría de los tumores, puede variar 
según las alteraciones oncogénicas presentes en las células tumorales. Señalar 
la quimiorresistencia inducida por los oncogenes ras y neu, por las mutaciones 
de p53, la relación entre mutaciones de raf y resistencia a radioterapia, ... así 
como que algunas alteraciones oncogénicas inducen resistencia a deterrnina­
dos agentes antitumorales y sensibilidad a otros. En este sentido, es intere­
sante la relación de la amplificación de neu con la respuesta a la quimiotera­
pia (46, 47). Estudios in vitro han demostrado que aumenta la resistencia al 
cisplatino y metrotrexate y, sin embargo, estudios de series clínicas relacionan 
la sobreexpresión de neu con mejor respuesta a derivados como la doxorrubi­
cina. Con estos trabajos se pretendería aplicar protocolos más selectivos de 
quimioterapia y radioterapia a cada tumor, para aumentar la respuesta tumoral 
y también evitar situaciones de resistencia celular que puede conllevar o poten­
ciar los efectos secundarios de las diversas drogas utilizadas (53). 

PERSPECTIVAS EN TERAPIA ANTITUMORAL BASADAS EN MÉTODOS 
INMUNOLÓGICOS 

En los últimos años destacan las perspectivas de tratamiento anti tumoral basadas 
en métodos y mecanismos inmunológicos (43, 44). Desde hace varios años se 
están desarrollando métodos biológicos y moleculares para potenciar el efecto 
citotóxico de los linfocitos T, bien por aislamiento y crecimiento in vitro y por 
transferencia de diversos genes como la IL-2 y TNF. Dicho abordaje, que se utiliza 
en algunos protocolos clínicos como en melanomas cutáneos, representa una 
línea prometedora dado que, teóricamente, pueden ser, además, complementarios de 
otros tratamientos y porque pueden permitir "matar" aquellas células disemina­
das y resistentes a otros métodos clásicos. También se está intentando aumentar 
la inmunogenicidad de las células tumorales transfiriéndoles genes como inter­
leuquinas, el HLA-B7, y recientemente se está valorando el uso de vacunas antitu­
morales, haciendo híbridos de células tumorales y linfocitos B activados (con resul­
tados muy prometedores) y otras con ciertos antígenos de oncogenes o versiones 
mutadas de la proteína p53. Finalmente, destacar algunas líneas de investigación 
muy prometedoras, pero de desarrollo muy incipiente, como puede ser el uso de 
péptidos miméticos de las regiones proteicas activas de determinados genes 
supresores como el p53, que puedan tener efecto supresor antitumoral.(57). 

420 



Los tumores malignos expresan antígenos capaces de actuar como estímulos y 
de servir como dianas ante la inmunidad antitumoral. El sistema inmune tiene el 
potencial de discriminar entre la forma normal y la aberrante. Por eso, los pro­
ductos protéicos mutados de estos segmentos de DNA son inmunogénicos y pueden 
servir como antígenos, siendo de ese modo reconocidos por el sistema inmune 
del hospedador. A diferencia de la mayoría de las vacunas empleadas con los 
agentes infecciosos, la inmunoterapia antitumoral activaría la respuesta inmune 
contra ciertos antígenos, a los cuales ya ha sido expuesto el sistema inmune. 
Desde que comenzó el siglo, los científicos han estudiado las interacciones entre 
el sistema inmune y las células tumorales. En 1890, William Coley comenzó a 
tratar pacientes de cáncer con extractos bacterianos (toxinas de Coley) intentando 
activar la inmunidad sistémica del organismo y que, de este modo, parte de ella 
fuese dirigida contra el tumor. (36). Cien años después, el conocimiento de la 
inmunología a nivel molecular y de su regulación, permite el intento de crear 
vacunas antitumorales de mayor potencia y con mayor especificidad para las 
células tumorales a la primitiva de Coley, disminuyendo la toxicidad para las 
células normales. 

Las estrategias usadas en la inmunoterapia del cáncer pueden ser divididas en 
activas y pasivas, por analogía a los términos usados en el tratamiento de enfer­
medades infecciosas. La inmunoterapia activa es la inmunización de pacientes 
con material diseñado para dar una respuesta capaz de eliminar o retardar el 
crecimiento tumoral. La inmunoterapia pasiva es la administración de anticuerpos 
que se unan a los antígenos de células tumorales. Además, estaría la inmuno­
terapia adoptiva, en la cuál se administran células linfoides activadas inmunoló­
gicamente. 

La inmunización activa se puede realizar por diferentes métodos: a) Con cito­
quinas: Como IL-2 o IL-4 con las que se han realizado ensayos clínicos ( 45). En 
ellos se ha comprobado que existen efectos adversos muy tóxicos en humanos 
que no se habían visto en animales de experimentación. Por eso, al introducir 
altas dosis no fisiológicas de citoquinas, se obtendría una toxicidad muy elevada 
y que, además, no afectarían a los tumores. b) Con antígenos tumorales: La iden­
tificación de genes que codifican para péptidos de superficie celular en tumores, 
y que sean reconocidos por células Te, han dado una base teórica para otra forma 
de inmunización activa. 

Por los motivos anteriores, la vacunación con células presentadoras de antígeno que 
expresen proteínas y péptidos tumorales podrían mejorar la eficacia. Las células 
presentadoras de antígeno más poderosas inmunológicamente son las células 
dendríticas. Recientemente se han desarrollado nuevos métodos para aislar células 
dendríticas humanas de sangre periférica e, incluso, se ha iniciado un ensayo clínico 
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para evaluar la eficacia de células dendríticas autólogas, con idiotipos tumor­
específicos, en el tratamiento del !infama de células B (23). 

Por otra parte, en el uso de anticuerpos administrados como inmunización pasiva, 
se han intentado también muchas variaciones. Una aproximación sería usar anti­
cuerpos que se unan a antígenos en la superficie de las células tumorales para llevar 
agentes tóxicos al tumor y producir así una muerte selectiva. Los anticuerpos 
antitumorales, conjugados a moléculas tóxicas, radioisótopos y drogas, se han 
usado en ensayos clínicos en pacientes de cáncer y en animales de experimenta­
ción. Aunque esta estrategia parece conceptualmente perfecta, la aplicación 
práctica ha probado que es más difícil de lo que se pensaba. 

Aunque algunos de los antígenos de superficie expresados por linfomas de células B, 
como CD 19, CD20, CD22 y CD72, son unos blancos atractivos para la inmuno­
terapia mediada por anticuerpos, en recientes estudios un anticuerpo monoclonal 
CD20 marcado con iodo 13 l fue usado para tratar pacientes con linfomas de 
células B, en los cuales la quimioterapia había fallado. De los 28 pacientes que 
recibieron una dosis, sólo 14 demostraron remisión completa durante más de 16 
meses (26). Así, aunque los anticuerpos antitumorales penetren de manera muy 
pobre en los tumores, podría ser el mecanismo más efectivo en el tratamiento de 
enfermedades hematopoyéticas. 

Finalmente, la inmunoterapia adoptiva de pacientes con cáncer puede ser divi­
dida en 3 fases. La primera fase es separar los linfocitos autólogos del paciente 
de los del donante y el problema existente es que aún no se ha encontrado ningún 
procedimiento para separarlos en grandes cantidades. 

La segunda fase es cultivar los linfocitos, y la tercera introducir las células efec­
toras anti tumorales en el paciente. La infusión celular es, a menudo, administrada 
junto con grandes dosis de IL-2 en el paciente para promover la supervivencia y 
expansión de los linfocitos transferidos. 

La experiencia clínica con este tipo de inmunoterapia ha demostrado que las 
células T sensibilizadas a antitumorales son potencialmente efectivas como 
agentes antitumorales por sí mismas. Pero, incluso en el tratamiento del mela­
noma, la mayoría de los pacientes no responden a la terapia y sólo unos pocos 
muestran una eliminación del tumor (44). 
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PERSPECTIVAS EN TERAPIA ANTITUMORAL BASADAS EN OTRAS 
ESTRATEGIAS 

En los tumores hay múltiples alteraciones oncogénicas, sin que se conozca en la 
actualidad "el status jerárquico de las mismas y su importancia transformante"'. 
Debido a la gran variabilidad de oncogenes y genes supresores que se van descri­
biendo, y para evitar los problemas de la especificidad de los mismos y la teórica 
necesidad de aplicar múltiples terapias genéticas concretas. se están desarro­
llando métodos de terapia génica que tienen efectos citotóxicos genéricos. 
Dichos métodos se basan en la aplicación de genes suicidas. o genes que puedan 
inducir apoptosis en las células tumorales, y en una serie de estrategias dirigidas 
a inhibir la neovascularización de los tumores y la propagación de las células 
malignas ( 16. 36. 37). La fonnación de vasos sanguíneos es un requisito imprescin­
dible en el desarrollo tumoral. además de constituir una barrera muy "impermeable'' 
para agentes antitumorales y vectores virales, que se aplican en el tratamiento 
del cáncer. En este sentido. se han diseñado una serie de drogas que inhiben el 
crecimiento de células endoteliales vasculares. como la angiostatina y. asimismo, se 
están re-utilizando drogas, como la talidomida, que, por mecanimos desconoci­
dos. inhiben la angiogénesis. De hecho. ya hay varios ensayos clínicos utilizando 
talidomida. en fase 11 en cánceres de cerebro. mama y próstata; y con interleu­
quina 12, en fase l. en cánceres de riñón y diversos inhibidores de metaloprotei­
nasas. bloqueantes del calcio .... 

Terapia antiangiogénica 

Una de las características más notables de los tumores es la necesidad de proveerse 
de un suplemento sanguíneo a través del proceso de angiogénesis. Esto puede ser 
utilizado en muchos casos con usos terapéuticos. como en la terapia génica. La 
identificación de factores circulantes como la angiostatina o la endostatina que 
parecen capaces de suprimir la angiogénesis han despertado el interés de múltiples 
grupos para desarrollar y expresar estas moléculas recombinantes (8, 24. 37). 

Terapia con genes suicidas o inductores de apoptosis 

Los proyectos de terapia génica que se basan en reemplazar aquellos genes 
supresores defectivos o en la introducción de genes suicidas, o inductores de 
apoptosis, han dado lugar ya a numerosos protocolos y estudios experimentales. 
Destacan, especialmente, los que bien, mediante vectores retrovirales o adenovi­
rales, intentan sobreexpresar p53 en las células tumorales e inducir apoptosis en 
las mismas. Asimismo, son muy prometedores los ensayos con genes suicidas. 
como el gen de la timidina quinasa, que, independientemente de las alteraciones 
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oncogénicas de las células tumorales, son capaces de inducir muerte celular en 
todas aquellas que los han integrado. 

La transferencia de genes citotóxicos (llamados suicidas) a células tumorales es 
también conocida como GDEPT (Gene Directed Enzyme Prodrug Therapy). Los 
genes suicidas son genes codificantes para proteinas tóxicas para la célula a la 
que se dirige. Esto se puede realizar, directamente, al utilizar genes que codifican 
para ciertas toxinas (ricina, toxina diftérica, de pseudomonas, etc.). El principal 
inconveniente de esta estrategia es elaborar virus que introduzcan este gen en la 
célula tumoral a destruir, únicamente. Actualmente se están intentando dirigir, 
mediante el uso de promotores específicos de algún tipo de tejido o inducibles 
(por hormonas, etc.). 

También se puede realizar indirectamente (sistema enzima/tóxico condicional), 
ya que el gen suicida codifica para una enzima que pasa de un compuesto inactivo 
a una molécula tóxica. El ejemplo clásico de gen suicida es el de la quinasa de 
timidina de Herpes simplex (tk-HSVl). Esta enzima se encarga de fosforilar la 
timidina para dar deoxitimidin monofosfato (dMTP). La qui nasa de Herpes no es tan 
estricta como su homologa en las células, ya que la quinasa viral es casi 1000 veces 
más eficiente que la celular y sería capaz de fosforilar, también, a los análogos de 
guanina, como serían el ganciclovir o el aciclovir; de este modo, los compuestos 
pueden ser incorporados a la molécula de DNA, paralizando la replicación y 
provocando la muerte celular. Solo aquellas células que hayan sido capaces de 
adquirir la quinasa viral convertirán el GCV a un substrato monofosfato, capaz 
de seguir siendo fosforilado, hasta la forma trifosfato por la quinasa celular y así, 
en esa forma, puede ser incorporado en el DNA de las células en división, con la 
consiguiente muerte por apoptosis. 

Una característica conocida de los retrovirus es que infectan exclusivamente 
células en división. El cerebro del adulto es uno de estos órganos en los que no hay 
divisiones celulares en condiciones normales. Tras unos experimentos iniciales, 
en los que se demostró el efecto tóxico del gen tk-HSV 1 por Moolten en 1986, 
en 1991, Ezzedine y col., utilizaron un vector retroviral para generar una línea 
celular de glioblastoma que expresara la tk-HSVI. Posteriormente se demostró 
que la transducción retroviral de un tumor era mucho más eficaz por inyección 
directa intratumoral de una línea celular productora de retrovirus que si se inyec­
taban sólo sobrenadantes. Así, los retrovirus portadores del gen tk se introdujeron en 
células empaquetadoras murinas y éstas, a su vez, en el seno de un tumor cerebral. 
Al cabo de unos días se inicia el tratamiento con GCV, capaz de inducir el suicidio 
de todas las células tumorales que hayan adquirido el gen viral. En algunos ensayos 
clínicos se han tratado pacientes con gliomas inoperables. Mediante inyección 
estereotáxica se introdujeron retrovirus que expresan este gen directamente en el 
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tumor y, a continuación, se les dio a los pacientes GCV sistémico. En 5 de los 
8 pacientes se observó repuesta antitumoral durante más de un año. El sistema 
tk-HSV l/GCV ha sido aplicado al tratamiento de otro tipo de tumores, como 
a metástasis del hígado, carcinoma de cabeza y cuello, melanoma maligno y 
hepatomas. 

Otro sistema suicida, utilizado comúnmente en terapia génica, es el de la citosina 
deaminasa (CD)/5-fluorocitosina. La CD (bacteriana o fúngica), pasa del compuesto 
5-tluorocitosina (usado normalmente como quimioterápico para el tratamiento 
del cáncer) al tóxico 5-tluorouracilo. Además, se está investigando otra serie de 
genes suicidas, como la tk de varicela zoster, fosforilasa de nucleósidos de 
purina de E. Coli, Citocromo P450, activador de la ciclofosfamida, nitroreductasa 
de E.coli. Una de las mayores ventajas que presenta esta aproximación está 
basada en lo que se conoce como el efecto bystander. Se entiende por tal al hecho 
de conseguir la regresión total de un tumor cuando sólo una parte de las células 
han sido modificadas con el gen en cuestión. De este modo, las células tk+ 
podían inducir la muerte de las células tk- adyacentes. Unicamente con el 10% de 
las células infectadas bastaría para observar grandes efectos en el tumor, inclusive 
con bajos niveles de expresión en éstas, lo cuál sin duda confiere un gran atractivo 
a este método. 

Dianas transcripcionales 

Entre las ventajas de los adenovirus está la capacidad de transducir células 
quiescentes y también en división. Asimismo, estos virus tienen un tropismo muy 
amplio que incluye la mayoría de carcinomas epiteliales, pero ésto no podría ser 
considerado como una ventaja por las razones explicadas anteriormente. En este 
contexto, el amplio tropismo de los adenovirus llegaría a ser una seria limitación 

Entre los métodos que se podrían aplicar para dirigir el vector, estarían los métodos 
físicos (mediante la transducción ex-vivo de las células diana o la inyección 
intratumoral in vivo), pero sin duda los métodos más eficaces son la manipulación 
de la superficie del virus (50)., o bien la incorporación de elementos capaces de 
regular la transcripción de manera que el virus sólo sea expresado en ciertos 
tipos de células. 

Hasta el momento se han usado algunos promotores/enhancers para dirigir la 
expresión de toxinas genéticas en diferentes tipos de tumores. Una característica de 
la mayoría de los melanomas malignos es que expresan melanina y para su síntesis 
es esencial una enzima llamada tirosinasa. El tratamiento con un gen suicida 
bajo el promotor de la tirosinasa, produjo una disminución significativa del 
tumor (54). Otros abordajes similares son los que se han realizado con el promotor 
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de la a-fetoproteína para los hepatocarcinomas, las secuencias reguladoras del 
antígeno carcinoembrionario (CEA), que se usa para los carcinomas pulmonares y 
colorectales (42), o tumores gástricos, así corno, en tumores prostáticos, el promotor 
del antígeno específico de próstata (28). Finalmente, otra estrategia a usar sería 
mediante contrucciones con el gen terapéutico bajo el control de un promotor 
que se active únicamente cuando existan ciertas alteraciones oncogénicas, corno 
en el caso del gen hsp70, que es reprimido en células con p53 wt pero está sobre­
expresado en muchas células tumorales con defectos en la función de p53. (57) 

Aplicación de genes pro-apoptóticos 

En este contexto de terapia génica, se puede considerar la aplicación del GEN 
VIRAL ElA DE LOSADENOVIRUS (18, 19, 20, 33, 34, 51). Los adenovirus 
humanos presentan un genoma compuesto por una molécula de DNA de cadena 
doble de unos 35kbp aproximadamente (21 ). El gen E 1 A de adenovirus es capaz 
de inducir quirnio y radiosensibilidad en diversos modelos experimentales, tanto 
murinos como humanos (31,32,46,47). Este efecto está mediado por su capacidad 
de unión a distintas proteínas celulares que son acomplejadas por la proteína 
E lA, tales corno P l 05 (proteína de Rb ), p 107, p 130, p300, YY l y Dr l. Este gen 
ha sido relacionado, igualmente, con fenómenos de apoptosis en células tratadas con 
agentes antiturnorales, al parecer a consecuencia de mecanismos independientes de 
la proteína p53, relacionados con su capacidad para unirse a las distintas proteínas 
celulares acomplejadas por EIA. Otras vías de señalización, tales corno las contro­
ladas por los genes Bcl-2, Bel-XI o Bcl-Xs podrían estar involucradas. Además, 
la posibilidad de inducir quimio y radio sensibilidad por mecanismos indepen­
dientes de la proteína p53 es claramente ventajosa frente a otros abordajes en los 
que esta proteína juega un papel fundamental, ya que aproximadamente un 50% 
de los tumores presentan alteraciones en la misma. Los diversos efectos de la 
proteína E lA se asocian al binding e inactivación de diversas proteinas celulares. 
De este modo, estudios previos han correlacionado la inducción de apoptosis con 
el binding al grupo de la proteína del retinoblastoma pRb y al grupo de la proteína 
p300. Para la inducción de quimio y radiosensibilidad se requiere también el binding 
a dichos grupos de proteinas celulares excepto para la inducción de sensibilidad 
a la doxorrubicina, que se asocia con el binding al grupo de la proteína p300. 
Asimismo, se sabe que la estabilización de la proteína p53 viene mediada por la 
región arninoterrninal del E 1 A, y en concreto, a través del binding a la p300. Pero 
para que se produzcan la mayor parte de los efectos del El A se requiere inacti­
vación del grupo pRb y de la p300, y dicha cornplernentariedad de acción puede 
solaparse in vivo en células con alteraciones previas de la fosforilación de la 
pRb. De hecho, estudios recientes apuntan que la expresión de mutantes de EIA 
que sólo se unen a la p300 pueden inducir un efecto E 1 A completo de apoptosis 
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y sensibilidad a quimioterápicos y radioterapia en células transformadas con 
defectos de la pRb. (Lowe, 1997) 

Otro de los aspectos que convierten al gen EIA de adenovirus en un posible 
agente terapéutico es su capacidad supresora de tumores (19,32,35). Esta singular 
característica, dado que en algunos modelos murinos experimentales el citado 
gen ha sido asociado a la transformación, supondría que pueda ser considerado 
como un gen supresor de tumores. El mecanismo por el cuál El A presenta efecto 
antioncogénico no está claro. Según algunos autores, se basa en la capacidad 
represora que presenta sobre la expresión del oncogén Neu/C-erb2. Este dato ha 
sido corroborado tanto en modelos experimentales como, por ejemplo, los fibro­
blastos murinos NIH 3T3, como "in vivo", mediante tumores generados en ratones 
atímicos pertenecientes a la linea celular SVKO, utilizando en este caso vectores 
adenovirales o por lipofección. No obstante, existen evidencias experimentales 
en las que se demuestra la capacidad supresora del gen E 1 A sobre tumores de 
líneas celulares tales como Hela (Carcinoma de cervix) y Saos-2 (osteosar­
coma), sin implicaciones sobre la expresión de Neu, originándose vías alternati­
vas del efecto supresor de EIA. En cualquier caso, el gen ElA, sin efecto trans­
formante "per se", presenta la habilidad de bloquear la formación y desarrollo de 
diversos tipos de tumores. Igualmente, ElA ha sido asociado a supresión de 
metástasis, si bien este efecto parece depender del tipo celular en estudio. 

Asimismo, es muy relevante e interesante la demostración, por el grupo de 
McCormick, que adenovirus defectivos de la region ElB, que codifica para la 
proteína 55K E 1 B, puedan replicarse selectivamente en células con pérdida de 
función de la proteína p53 (58,59). Dicha hipótesis, y resultados preliminares, 
han abierto un nuevo camino de investigación oncológica, en el que se trata de 
aprovechar las alteraciones moleculares oncogénicas de las células para diseñar 
vectores virales más selectivos de replicación. En dicho sentido, el vector ade­
noviral que nosotros estamos valorando tiene también ausencia de la proteína 
19K El B (inhibidor de apoptosis, de alta homología funcional con el bcl2), con 
lo cuál dicho vector puede aprovecharse de las ventajas de crecimiento más 
selectivo en células con pérdida de función de p53 (por ausencia de la 55K ElB) 
y tener una alta expresión de proteína ElA (62). 

En esta línea de razonamiento, nosotros pretendemos, también, estudiar vectores 
adenovirales a los que se les ha deleccionado toda la región EIA y se les han 
insertado mutantes del gen El A (61). Dicho abordaje, semejante al que hemos 
utilizado desde hace varios años con los vectores retrovirales, puede permitirnos 
delinear más nítidamente qué regiones del gen El Ay, por consiguiente, qué pro­
teínas celulares son las que se necesita inhibir para inducir el efecto anti tumoral. 
Además, este abordaje, con mutantes del gen E 1 A insertados en vectores adeno-
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virales, nos permitirá limitar mucho más el efecto citotóxico de la infección ade­
noviral a células malignas/transformadas. De hecho, aquellos mutantes de E 1 A 
(porción aminoterminal, de unión a la p300) sólo inducirán, presumiblemente, 
efectos citotóxicos y quimiosensibilidad en células humanas con inactivación 
previa de la proteína del retinoblastoma. Como es bien conocido, el fallo en el 
control de la fosforilación de la pRb es una de las alteraciones oncogénicas más 
frecuentes en tumores humanos. Dicha alteración puede venir mediada tanto 
por mutaciones/delecciones del gen pRb, como por la inactivación de alguno de 
los diversos genes supresores de las quinasas dependientes del ciclo celular y 
complejos ciclinas/CDK, que controlan el ciclo celular. Tanto la pérdida de fun­
ción de p 16, p2 I wafl, p27, p53 (a través de p2 l ), van a condicionar que la pRb 
se fosforile y, por consiguiente, que se libere el factor de transcripcion E2F, y 
siga el ciclo celular. Por tanto, aproximaciones de terapia génica que sean especial­
mente efectivas en células con alteración del control del ciclo celular son muy 
prometedoras. 

Principales vectores en terapia génica antitumoral 

Los vehículos de transferencia de material genético se clasifican en virales o no 
virales, según deriven de virus o no. Los vectores no virales son menos eficientes, 
pero menos tóxicos y más fáciles de producir. Se preparan, simplemente, mezclando 
el ADN con polímeros, lípidos y proteínas, que envuelven y protegen el ADN 
contra las nucleasas extracelulares. Los más utilizados son los liposomas, com­
puestos por fosfolípidos bipolares que forman bicapas que envuelven el ADN. 
Otros vectores no virales están compuestos por policationes de carga positiva, 
como la polilisina y la polietilenimina. Estos vectores son apropiados en estrategias 
que en principio no requieren una eficiencia de transducción muy elevada, o que 
van dirigidas hacia la modificación de células normales, como en inmunoterapia 
y antiangiogénesis. En inmunoterapia para inducir una respuesta inmune no es 
necesario transducir cada célula tumoral y, por otro lado, la existencia de antígenos 
derivados de virus parece enmascarar la respuesta contra antígenos tumorales. 
Otra ventaja de los vectores no virales, como los liposomas es que se han opti­
mizado para el transporte de drogas, como doxiciclina a tumores y se usan habi­
tualmente en oncología (63). Cuando el objetivo principal es eliminar las células 
tumorales y se requiere una elevada eficiencia de transducción, los vectores virales 
son actualmente más apropiados. Éstos se generan y propagan en líneas celula­
res que proveen todos los genes virales que han sido deleccionados en el vector. 
Puesto que el objetivo principal es eliminar las células tumorales, no se requiere 
la expresión permanente del transgén. Así, los vectores que integran el material 
genético en la célula diana, como los retrovirus y los parvovirus adeno-asociados, 
no suelen emplearse. Los retrovirus, sin embargo, fueron los vectores que abrieron 
el campo de la terapia génica del cáncer (64). Estos virus presentan una envuelta 
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lipídica que rodea la cápside proteica que contiene el material genético en forma 
de ARN. En células en división, este ARN llega al núcleo y se copia a ADN para 
integrarse en el genoma celular. Se consideró que esta dependencia de la división 
celular era una característica ventajosa para transducir selectivamente células 
tumorales. Sin embargo se ha visto que en los tumores de pacientes el número de 
células en división activa en un momento dado es muy bajo (menor del 10%), 
por lo que la transducción de tumores con vectores retrovirales es muy limitada. 
Otra limitación de los retrovirus es su inestabilidad en el torrente circulatorio y 
las bajas concentraciones obtenidas en su purificación a partir del sobrenadante 
de la línea empaquetadora. Retrovirus del tipo lentivirus, como el virus del SIDA, 
no requieren división celular para transducir pero su capacidad de transducir, 
tumores in vivo todavía es muy baja. En contraposición a los retrovi111s. los vectores 
derivados de adenovirus presentan características de estabilidad en fluídos corpo­
rales, expresión transitoria y eficiencia de transducción superiores a cualquier 
otro vector viral y no viral. 

Vectores aclenovirales 

En 1953. Rowe y colaboradores descubrieron un nuevo agente citopático no filtrable 
en cultivos de ganglios adenoides (65). Pronto se descubrió que el denominado 
adenovirus era responsable del 5% de los resfriados agudos en niños, que pueden 
ir acompañados de faringitis y conjuntivitis. Hasta el momento se han caracterizado 
más de 49 tipos distintos de adenovirus humanos. Los serotipos 2 y 5, de los cuales 
se han derivado los vectores para terapia génica, causan resfriados infantiles 
poco virulentos, en su mayoría asintom<Íticos, de modo que el 80% de los adultos 
son seropositivos. Su estructura y ciclo vital son bien conocidos. El adenovirus 
está formado por una cápside proteica icosaédrica. sin envuelta lipídica, de unos 
80 nm de diámetro. De sus vértices sobresale una proteína, a modo de antena, 
llamada fibra, que interacciona con el receptor celular presente en la mayoría de 
células de origen epitelial llamado receptor de coxsackie-adcnovirus (CAR). En la 
base de la fibra existe otra proteína llamada base del pentón que se une a integri­
·nas para facilitar la internalización del virus. Las paredes de la cápside están 
compuestas mayoritariamente por la proteína llamada hexón y encierran un 
ADN lineal de doble hélice de 36 kilobases. Después de unirse a CAR y a las 
integrinas, el virión entra por endocitosis al interior de un endosoma celular. A 
pH ácido, el virus es capaz de destruir el endosoma para ganar acceso a la mem­
brana nuclear e inyectar su ADN al núcleo. Los primeros genes virales que se 
expresan son los llamados tempranos (que de izquierda a derecha se denominan 
"early" l. 2, 3 y 4). El y E4 codifican para proteínas reguladoras que inducen el 
ciclo celular y regulan la expresión de los demás genes virales. La inducción for­
zada del ciclo celular es detectada por la célula infectada. que responde activando 
su muerte celular programada o apoptosis. El también se encarga de inhibir esta 
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apoptosis. E2 codifica proteínas implicadas en la replicación del ADN viral. E3 
codifica proteínas que evitan la respuesta antiviral del huésped. El origen de 
replicación del ADN viral se localiza en unas secuencias de 103 pares de bases, 
que se repiten en sus extremos, llamadas lTRs. Con la replicación viral se activa 
la expresión de las proteínas tardías que forman nuevas cápsi<les. Las cápsides 
empaquetan el ADN viral mediante el reconocimiento de una señal de empaque­
tamiento que éste contiene anexa a la repetición terminal izquierda. Cuando más 
de 10.000 nuevos viriones se han formado en el núcleo de la célula infectada, 
ésta se lisa y los libera. 

A principios de los 80, después de una década de experiencia en la manipulación 
genética de plásmidos y virns bacteriófagos, varios virns de ADN, como el SV 40, 
el virus de la vacuna (vaccinia) y el adenovirus, se modificaron para conseguir 
expresión de proteínas en eucariotas. Los primeros adenovectores contenían el 
transgén clonado en un genoma viral parcialmente deleccionado. Estos vectores 
necesitaban de un adenovirus intacto para propagarse, de modo que las prepara­
ciones de vector contenían el vector y el virus adyuvante o "helper". Gracias a 
la constrncción de líneas celulares que expresan proteínas virales, los vectores 
posteriores se pueden propagar sin helper. La primera línea celular producida 
fue la línea 293. Ésta expresa los genes E 1, por lo que permite la propagación de 
vectores deleccionados en El, llamados de primera generación. Nuevas líneas 
celulares que expresan El, E2a y E4 permiten la propagación de vectores <lelec­
cionados en estas regiones, llamados de segunda generación (66). La región E3 
es necesaria para evitar respuestas inmunes antiadenovirales, pero puede ser 
deleccionada si la inmunogenicidad del vector no es un problema. La presencia 
de genes virales en el vector da lugar a la producción de proteína viral en canti­
dades pequeñas pero suficientes para que linfocitos citotóxicos sean capaces de 
eliminar las células transducidas (67). Este problema ha impedido el éxito de los 
vectores adenovirales en enfermedades genéticas no malignas, donde se requiere 
la transferencia permanente del transgén. En este caso se hace necesario usar 
vectores que contengan sólo la señal de empaquetamiento y las secuencias ter­
minales necesarias para la replicación, pero deleccionados de todos los genes 
virales (68). Estos vectores, llamados miniAd o 'gutless', dependen todavía <le 
helper, pues no se ha conseguido una línea empaquetadora que exprese todos los 
genes virales. En terapia génica del cáncer, puesto que el requisito de expresión 
permanente no existe, se utilizan normalmente los vectores de primera generación. 
Estos vectores pueden transportar hasta 8 kilobases de ADN exógeno insertado 
en la regiones El o E3. Su purificación por gradientes de cloruro <le cesio o 
suerosa, o en columnas de cromatografía, permite concentrar el virus hasta títulos 
de 1O13 viriones por mililitro. Además de este título físico, se mide la cantidad de 
viriones que son activos, en base a su capacidad de transferir el gen o de formar 
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una calva de lisis, o placa, en una monocapa de células 293. Del 1 al 10% de Jos 
viriones suelen ser activos. ya sea como unidades de transferencia génica (TU) o 
como unidades formadoras de placa (PFU). Un problema identificado al propa­
gar estos vectores en la línea celular 293 es la generación de adenovirus compe­
tentes para replicarse en células sin El (llamados adenovirus de replicación com­
petente, RCA) a raíz de una recombinación entre el genoma viral y la región E 1 
insertada en el genoma celular. Esto se debe a que 293 contiene secuencias vira­
les más alla de Ja región El presentes también en el vector. El uso de líneas celu­
lares como A549-E 1 o PER-C6 con Ja región E 1 bien acotada permite Ja propa­
gación de vectores deleccionados en E 1 sin la generación de RCA (69). Puesto 
que el vector es inmunogénico, debido a la presencia de genes virales, su uso 
queda restringido a la inyección directa de virus en el tumor, o en cavidades que 
confinan el tumor (cavidad quirúrgica después de una operación. intrapleural 
para mesotelioma, intraperitoneal para carcinomas de ovario e intravesical para 
carcinoma de vejiga). Cuando se ha administrado sistémicamente, se ha obser­
vado que la transducción de hepatocitos conlleva una respuesta inflamatoria 
limitante, que puede ser grave a dosis por encima de 1013 viriones. La modifi­
cación de la cápside viral para conseguir la transducción selectiva de las células 
tumorales quizás permitirá la utilización de vectores por vía intravascular. 

Los principales adenovectores antitumorales que han llegado a la clínica han 
sido los de transferencia de genes de la timidina quinasa, p53 e IL-2. En cada 
caso la eficacia antitumoral en modelos animales ha resultado muy prometedora, 
pero en ensayos clínicos los resultados han sido más bien decepcionantes. La 
administración intrapleural de hasta 1 O" PFU de Ad-TK para tratar mesoteliomas 
es bien tolerada, y el gen se transfiere, incluso. en presencia de respuesta inmune 
anti viral, pero la respuesta clínica es nula, pues el vector sólo alcanza la capa más 
superficial del tumor (70). Resultados similares se han obtenido en carcinomas 
de próstata (71 ). La transferencia de p53 con adenovirus demuestra Ja capacidad 
selectiva de p53 de inducir apoptosis en tumores inyectados. La inyección de 
Ad-p53 en carcinomas localizados avanzados de pulmón, de célula no pequeña, 
es capaz de controlar temporalmente el tamaño de los tumores (72). Su remisión 
parcial se consigue combinando Ad-p53 con cisplatino (73). En un ensayo clínico 
en tumores de cabeza y cuello, Ad-p53 ha producido regresiones ocasionales de 
más del 50% del tamaño tumoral (2 de 17 pacientes evaluables) (74). Cuando se 
utiliza como terapia adyuvante en Ja cavidad quirúrgica postoperatoria, los resul­
tados son mucho más obvios, sin poderse detectar enfermedad a Jos 18 meses en 
un 25% de los pacientes tratados, teóricamente incurables. Ad-IL-2 inyectado, 
en neuroblastomas se acompaña de respuestas inmunes antitumorales (75). En 
melanomas y en carcinomas de mama, Ad-IL-2 produce regresiones en nódulos 
inyectados, pero no en los no inyectados del mismo paciente, lo que en realidad 
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indica la falta de inmunidad antitumoral (76) (los mejores resultados con IL-2 y 
IL-12 se han obtenido con vectores no virales, con un porcentaje de respuesta en 
melanomas y carcinomas renales del 10% ). Para mejorar los resultados obtenidos, 
es preciso conseguir vectores capaces de transducir un mayor número de células 
tumorales. Además, si se pretende tratar tumores diseminados, los vectores también 
han de poder ser administrados sistémicamente para que alcancen focos tumorales 
sin afectar a los tejidos normales. En la siguiente sección se describe cómo los 
adenovirus están siendo modificados para adquirir estas propiedades. 

Adenovectores dirigidos 

En mayor o menor grado, el receptor natural del adenovirus CAR se expresa en 
multitud de tipos celulares, incluyendo hepatocitos, células endoteliales y células 
efectoras del sistema inmune. Si administramos el vector en el toJTente circulatorio, 
además de adsorber virus, estas células responden a la interacción con el virus 
secretando mediadores inflamatorios. Sobre todo, la hepatotoxicidad causada 
por la transducción hepática limita el uso endovenoso de adenovectores. Por otro 
lado, el tumor puede carecer del receptor CAR y ser refractario a la trasducción 
con adenovectores. Por ello, cambiar el tropismo del adenovirus hacia receptores 
expresados selectivamente en tumores, ha sido un área central de investigación 
en terapia génica antitumoral (77). 

Se han utilizado dos estrategias para construir adenovectores dirigidos. La primera 
consiste en acomplejar el virus con una molécula bifuncional, que reconoce la 
fibra del virus, por un lado, y el receptor diana, por otro. Por ejemplo, un complejo 
formado por un anticuerpo que reconoce la fibra y el factor de crecimiento de 
fibroblastos FGF es capaz de redirigir el vector adenoviral hacia tumores que 
expresan el receptor de FGF. Puesto que la unión de ligandos a receptores es parte 
de un equilibrio dinámico, la estabilidad del complejo en el toJTente sanguíneo 
es baja. Además, el aumento de tamaño del vector acomplejado puede suponer 
una mayor retención en los capilares pulmonares y una menor extravasación y 
penetración en tumores. La segunda estrategia está basada en la modificación 
genética de la cápside del vector, de modo que la secuencia de un nuevo ligando 
se introduce en una proteína de la cápside viral. Hasta el momento, se han insertado 
pequeños ligandos en el extremo C-terminal y el asa HI de la fibra, así como en la 
región hipervariable 5 del hexón. Si no se deleccionan los residuos aminoacídicos 
de la fibra responsable de unir CAR, entonces obtenemos un vector de tropismo 
expandido pues es capaz de unirse a tumores vía CAR y vía el nuevo receptor. Si 
se elimina la unión a CAR, entonces obtenemos un vector redirigido, exclusiva­
mente, al nuevo receptor. Esta estrategia no resulta en el aumento del tamaño de 
la cápside, y produce un vector con un ligando unido de forma estable que es más 
fácil de producir y formular. Además, si el vector se replica, como se describe 
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más adelante. su progenie sigue conteniendo el ligando en la cápside. Hasta 
ahora se han utilizado ligandos como polilisina, que se une al receptor de heparan 
sulfato, o el tripéptido RGD, que se une a las integrinas para aumentar la trans­
ducción de tumores (78). La limitación principal de esta estrategia es el pequeño 
tamaño (menos de 20 residuos) de los ligandos que se pueden incorporar en la 
fibra o el hexón, sin afectar su ensamblaje en la cápside. El cribaje de librerías de 
fagos para el aislamiento de péptidos que se unen específicamente a tumores, o a 
vasculatura tumoral, ha ofrecido una serie de péptidos que pueden ser utilizados (79). 
Lo ideal, sin embargo. sería incorporar ligandos. como anticuerpos de cadena 
única, (el fragmento variable que reconoce un antígeno) cuya afinidad es mayor 
y su uso para dirigir drogas a tumores ya es una realidad clínica. 

Otro problema complementario al dirigir el vector a la célula tumoral diana es 
evitar su unión a otros tipos celulares (80). Hemos mencionado que para ello es 
necesario deleccionar los residuos de unión a CAR. Sin embargo. parece que elimi­
nar sólo la unión a CAR no es suficiente para evitar que el vector sea adsorbido 
por varios tipos celulares. La eliminación de la secuencia RGD, presente en la base 
del pentón de la cápside viral responsable de la unión a integrinas. también es 
imprescindible. El principal problema parece ser independiente de CAR e integri­
nas. Si se inyectan adenovirus o vectores adenovirales por vía endovenosa, la gran 
mayoría de pa1tículas son ingeridas rápidamente por los macrófagos del hígado y 
del bazo. La unión del virus a estas células parece no ser mediada por CAR o 
integrinas. Parece que simples fenómenos asociados a la carga negativa de la 
cápsidc podrían ser responsables de la unión a macrófagos, en cuyo caso sería 
necesaria la dclección de residuos acíclicos de la cápside. Todavía se desconocen los 
mecanismos por los cuáles el adcnovirus es eliminado tan rápidamente de la cir­
culación sanguínea, pero, si pretendemos utilizar este vector para el tratamiento 
sistémico de tumores diseminados o metástasis, será preciso mejorar su farma­
codinámica. En el caso de los liposomas, este problema se ha solventado recu­
briendo el liposoma con el polímero neutro polietilenglicol (PEG) (63). De modo 
similar. la pegilación de adenovirus aumenta su permanencia en sangre (81). 

Terapia viral y vectores condicionalmente replicativos 

En el apartado anterior hemos comentado las propiedades de pennanencia en 
sangre e infección dirigida que debería poseer un vector adenoviral ideal. En 
principio, un vector que no es ingerido por macrófagos y que tiene una cápside 
que interacciona tan sólo con células tumorales, se localizaría progresivamente en 
el tumor. debido en parte a la estructura más desorganizada de los vasos sanguí­
neos en los tumores. lo que permite una extravasación mayor. En ningún caso se 
espera que el nivel de vector que llegue a un tumor por vía endovenosa se equipare 
con los niveles ya conseguidos por inyección intratumoral. Pero sabemos que, ni 
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siquiera los niveles conseguidos por inyección intratumoral, son suficientes para 
eliminar tumores. Esta limitación ha llevado recientemete a considerar el uso de 
vectores que se replican de manera específica en el tumor. La amplificación de 
los efectos citopáticos del vector a través de todo el tumor podría compensar la 
transducción insuficiente. Los agentes de replicación competente más sencillos son 
los virus. La idea de utilizar virus para el tratamiento del cáncer data de principios 
de siglo, cuando se observaron regresiones de tumores de pacientes que sufrían 
infecciones virales (82). Casi cada virus se ha inoculado en tumores de pacientes 
tan pronto como se ha descubierto: el virus de la vacuna, el de la rabia, el de la 
enfermedad de Newcastle, Bunyamwera, West Nile, Herpes simple, varicela, 
paperas, sarampión, estomatitis vesicular, y otros. El mismo adenovirus se utilizó 
para el tratamiento de carcinomas cervicales tres años después de su identifica­
ción (83). En general la viroterapia ha sido abandonada en cada caso por falta de 
resultados convincentes. Cuando la limitación no ha sido la toxicidad del virus, 
la regresión inicial que ocurre después de la inyección se ha visto neutralizada por 
la respuesta antiviral. En pocos casos se ha conseguido la eliminación completa 
del tumor. Existen algunas excepciones que todavía no han sido descartadas para su 
uso terapéutico. Virus que dependen de un ciclo celular activo, como los parvovirus, 
o de una vía de transducción de señal activa, como la de ras en el caso de reovirus, 
presentan un oncotropismo natural muy atractivo. Por otro lado, el oncotropismo 
se puede conseguir por manipulación genética, estrategia que se está aplicando 
actualmente al virus herpes simplex (HSV-1) y al adenovirus. Ambos son virus 
de ADN que se replican en el núcleo de la célula infectada y que interaccionan 
con proteínas nucleares frecuentemente alteradas en la transformación maligna. 
Por ello, estos virus son idóneos para aprovechar la diferencias moleculares 
entre células normales y malignas, responsables de la génesis tumoral, y que no 
se reflejan en la membrana celular. El HSV-1 es un virus con envuelta lipídica 
con un ADN de doble cadena de 152 kb. Para su replicación en células quies­
centes, el HSV necesita del gen de la ribonucleótido reductasa y del gen de neu­
rovirulencia y134.5. Un HSV mutado en estos genes lisa selectivamente células 
en división y está siendo utilizado en ensayos clínicos contra glioblastomas (84). 
En el caso del adenovirus se han utilizado dos estrategias para conseguir repli­
cación selectiva en tumores: el control de genes virales con promotores activos 
en tumores y la delección de funciones dispensables en tumores (85). 

Los primeros genes virales que se expresan cuando el genoma viral llega al 
núcleo de la célula infectada son los de la región E 1 a, cuyas proteínas controlan 
la expresión del resto de genes virales. Por ello, para conseguir replicación selectiva 
en tumores, se ha insertado un promotor exógeno delante de E 1 a. Los promotores 
utilizados pertenecen a genes expresados selectivamente en tumores como los 
correspondientes a proteínas oncofetales (alfa-fetoproteína y el antígeno carcino-
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embrionario) (86). Otros promotores pertenecen a genes expresados en el tejido 
del cual proviene el tumor, como el promotor del gen del antígeno específico de 
próstata (PSA) (87). En cada caso, el adenovirus construído ha mostrado cierta 
especificidad in vitro, replicándose sólo en las células tumorales donde el pro­
motor que regula E 1 a es activo. Sin embargo, se ha visto que varios promotores 
pierden su regulación al ser insertados en el genoma adenoviral y es necesario 
insertar secuencias de ADN aislantes para mantener su fidelidad (88). Por otro 
lado. los vectores replicativos que no presentan delecciones de genes virales sólo 
permiten la inserción de 2 kb de ADN exógeno y muchos promotores superan ese 
tamaño. Esta limitación se ha resuelto empleando dos vectores que se comple­
mentan mutuamente (86). 

Hemos mencionado que. para replicarse, el adenovirus necesita inducir el ciclo 
celular y evitar la apoptosis de la célula infectada. Estas funciones recaen, princi­
palmente en el dominio de unión a Rb de E 1 a. y en el dominio de unión a p53 de 
El b-55K. En células normales, Rb detiene el ciclo celular al secuestrar el factor de 
transcripción E2F, que es responsable de activar la síntesis de proteínas implicadas 
en la división celular. En el ciclo celular normal, las quinasas dependientes de 
ciclinas fosforilan Rb para liberar E2F. P53 también controla el ciclo celular al 
inhibir estas qui nasas dependientes de ciclinas. Otra función de P53 es la de activar 
la apoptosis cuando el ciclo celular se ve activado de forma anómala. como en el 
caso de una infección adenoviral. En células infectadas por adenovirus. E 1 a 
secuestra Rb y El b-55K se une e inactiva p53 para inducir el ciclo celular y evitar 
la apoptosis. La inactivación de Rb y P53 juega un papel fundamental en la géne­
sis de numerosos tumores. En teoría, un adenovirus que infecte dichos tumores 
no necesita inactivar Rb y p53. De este modo, un adenovirus deleccionado en el 
dominio de unión a Rb de E 1 a. o en E 1 b-55K se propagaría eficientemente en 
células tumorales sin Rb o sin P53, pero en células nomiales no podría inducir el 
ciclo celular o evitar la apoptosis. Estos virus ya se han construído y se ha estu­
diado su especificidad. Así, se ha comprobado que un adenovirus deleccionado en 
El b-55K, llamado Onyx-015, lisa selectivamente células sin p53 (89). Esta 
correlación entre la replicación de Onyx-015 y la ausencia de p53 no siempre se 
mantiene, pues otras fucniones de E 1 b-55K, además de la inactivación de p53, 
también son importantes para la replicación viral. En ensayos clínicos, Onyx-015 
es eficaz. sobre todo cuando se combina con quimioterapia con 5-tluorouracilo. 
En tumores recurrentes de cabeza y cuello, la inyección intratumoral de Onyx-015 
resulta en un 27% de remisiones completas y un 36% de ausencias de progresión. 
El hecho de que Onyx-015 sea eficaz al combinarse con quimioterapia parece 
deberse a que la expresión del gen E 1 a sensibiliza las células tumorales a los 
efectos tóxicos de varias drogas (46). Por otro lado, también se ha construido un 
adenovirus donde se ha deleccionado el dominio de unión a Rb de E 1 a (90). Este 
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virus, llamado AdD24, se replica selectivamente en células con un ciclo celular 
activo. Cuando la función de Rb se restablece para detener el ciclo celular, AdD24 
no es capaz de replicarse. Si bien estrictamente Onyx-015 y AdD24 no son vec­
tores, pues no transportan ningún gen exógeno, genes como la quinasa de timi­
dina se han insertado en Onyx-015 para así generar un vector selectivamente 
replicativo, en donde oncolisis y terapia génica se combinan, aumentando la efi­
cacia de estas dos estrategias por separado. Otro paso en la combinación de 
estrategias para mejorar la eficacia antitumoral de los vectores adenovirales ha 
sido la inserción de ligandos para dirigir el vector adenoviral en adenovirus de 
replicación selectiva (91 ). 

La limitación principal que podrían presentar los adenovirus oncolíticos es la 
neutralización por anticuerpos antivirales. El adenovirus humano no se propaga 
en células de otras especies, por lo que los estudios preclínicos se realizan en 
ratones inmunodeficientes, en los que se han xenoinjertado células tumorales 
humanas. La falta de modelos inmunocompetentes impide evaluar el efecto de la 
respuesta inmune en la oncolisis. De momento, en los ensayos clínicos con 
Onyx-015 no se han encontrado diferencias entre pacientes con anticuerpos 
antiadenovirales o sin ellos (92). Incluso, en pacientes donde la inyección inicial 
del virus conlleva la producción de elevados títulos de anticuerpos neutralizantes, 
se observan respuestas antitumorales a inyecciones posteriores del virus. Parece 
que la penetración de los anticuerpos en los tumores no es suficiente como para 
neutralizar la propagación local del virus. Si es así, la estructura del tumor va a 
determinar la eficacia de esta terapia. En tumores donde la respuesta inmune 
humoral pueda neutralizar la oncolisis, el adenovirus oncolítico puede ser diseñado 
para expresar citoquinas como lL-12, que modulan la respuesta inmune inhibiendo 
la producción de anticuerpos(93). 

Conclusión 

Existen numerosas estrategias en terapia génica contra el cáncer, pero la eficacia 
de muchos de los genes terapéuticos que se han descubierto se ve limitada por la 
carencia de vectores adecuados para transportarlos a las células diana. Los vectores 
no virales son menos tóxicos. Su inocuidad es fundamental en estrategias dirigidas 
a transducir células normales: las células dendríticas en el caso de la inmunoesti­
mulación, las células endoteliales en antiangiogénesis, u otras células normales 
como progenitores hematopoyéticos de la médula ósea, o células normales de los 
tejidos que rodean el tumor en estrategias de quimio y radioprotección. Las 
estrategias dirigidas a trasducir células tumorales requieren vectores virales por 
su mayor eficiencia. Entre ellos, el adenovirus es el más utilizado por su baja 
patogenicidad y su elevada eficacia y estabilidad. Aun así, la inyección de los 
primeros vectores adenovirales directamente en el tumor, o en las cavidades 
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donde el tumor se localiza, consigue llevar el transgén sólo a unas pocas capas 
de células anexas al área inyectada. Por ello, el beneficio clínico obtenido ha sido 
escaso. Esta limitación se pretende paliar usando adenovectores de replicación 
selectiva en tumores. Por otro lado, su cápside se está modificando para dirigir 
el vector exclusivamente a la célula tumoral. Otras modificaciones de su cápside 
tratan de mejorar su permanencia en circulación para aumentar su eficacia en el 
tratamiento de tumores diseminados. Se vislumbra un agente replicativo capaz 
de mantenerse en circulación sanguínea, infectar selectivamente las células de 
Jos focos tumorales y replicarse selectivamente en el tumor. Parcialmente este 
agente imita al sistema inmune en sus propiedades de distribución sistémica, 
acción dirigida y amplificación, pero nos ofrece la esperanza de que su acción 
citotóxica no sea neutralizada por Ja célula tumoral. 
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