)

(©

L O

C ©

-5

\ @)

e.ms
g £ ©C ¢
S Q2 a9
3 Anmm
L : Hn.m\ww




Punto Farmacoldégico n° 179: EI ADN en la innovacion de terapias génicas

L. Justificacién
II. Introduccién: aspectos generales sobre el ADN

III. Patologia molecular y fundamentos del uso terapéutico del ADN

CRISPR y los progresos en la edicion genética

IV. Terapias génicas

Aplicaciones clinicas de la terapia génica

Medicamentos de terapia génica autorizados por la Comisiéon Europea
V. Avances en edicion genética y vacunas de ADN
VL. El papel del farmacéutico

VII. Bibliografia

2 - Farmacéuticos



Punto Farmacoldégico

El 25 de abril de 1953 se publicaba en la pres-
tigiosa revista Mature un articulo denominado
“Estructura molecular de los acidos nucleicos;
una estructura para el acido desoxirribonu-
cleico”. Los autores, James Watson y Francis
Crick, fueron las caras visibles del trabajo de
un equipo que descubri6 la estructura en do-
ble hélice de ADN, abriendo el camino hacia el
estudio del genoma humano y el desarrollo de
novedosas técnicas de biologia molecular que
han supuesto una revolucidn en el &mbito te-
rapéutico. En conmemoracién de esta efemé-
ride, cada se celebra el

Uno de los primeros pasos en este camino se
dio con la utilizacion de las enzimas de restric-
cion para aislar y clonar genes concretos, per-
mitiendo la identificacion de regiones especi-
ficas del genoma asociadas a la presencia de
una determinada enfermedad. Estos avances
constituyeron la base conceptual que dio ca-
bida, varias décadas después, al desarrollo de
medicamentos capaces de transferir con obje-
tivos terapéuticos material genético nuevo a
un individuo, un tipo de terapia avanzada co-
nocida como

De acuerdo a su definicion legal, los medica-
mentos de terapia génica son aquellos que in-
cluyen un principio activo que contiene un
dcido nucleico recombinante, o estdn consti-
tuidos por él y son utilizado en seres humanos,
0 administrados a los mismos, con objeto de
regular, reparar, sustituir, afnadir o eliminar
una secuencia génica; ademds, su efecto tera-
péutico, profilictico o diagndstico debe depen-
der directamente de la secuencia del dcido nu-
cleico recombinante que contengan o del
producto de la expresion genética de dicha se-
cuencia.

Las aplicaciones clinicas de los medicamentos

de terapia génica son multiples, tanto en enfer-
medades monogénicas, ocasionadas por la

3 - Farmacéuticos
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mutacién en un Unico gen, como en enferme-
dades relacionadas con multiples factores,
como ocurre en la mayor parte de los canceres.

En el ambito de las enfermedades monogéni-
cas, las terapias génicas han permitido obtener
ya grandes avances en enfermedades neuro-
musculares como la atrofia muscular espinal,
parala que se dispone del fArmaco onasemno-
gén abeparvovec, o la hemofilia B, con etrana-
cogén dezaparvovec. Por otra parte, aproxima-
damente el 40 % de los medicamentos de
terapia génica autorizados en la Uni6n Euro-
pea cuenta con indicacion en algin tipo de can-
cer, especialmente en neoplasias hematologi-
cas como la leucemia linfoblastica aguda o
distintos tipos de linfoma. Aunque con una
presencia creciente, de los 14 medicamentos
que actualmente disponen de una autorizacion
de comercializacion en el marco de la UE, tni-
camente 5 (36 %) estan comercializados en
Espafia.

Ademas, es resefable también el interés actual
en la investigacion en ediciéon genética, apro-
vechando la enorme variedad de posibilidades
que ofrece la tecnologia CRISPR-Cas9. En fe-
brero de 2024 se autorizé la primera terapia
génica en la que se ha empleado esta técnica
de edicidn, exagamglogén autotemcel, con in-
dicacion en B-talasemia y anemia de células
falciformes.

El Consejo General de Colegios Farmacéuticos
desea sumarse a la celebracién de este Dia
Mundial del ADN con la publicacién de este in-
forme, en el que se recogen los principales
avances que se han producido tanto en la in-
vestigacion como en la aplicaciéon practica de
los medicamentos de terapia génica. Asi-
mismo, se resalta laimportante labor que ejer-
cen los farmacéuticos a nivel hospitalario y co-
munitario, asi como en la investigacion y
desarrollo de nuevos farmacos y estrategias
terapéuticas.
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El ( ) es un poli-
mero anioénico de desoxirribonucleétidos fos-
fatados cuya unidad primaria es el nucleétido,
constituido por el glicido desoxirribosa, que
posee un grupo fosfato unido a su carbono 5
(C5) y una base nitrogenada en el carbono 1
(C1). Lo que diferencia a los nucleétidos entre
si es la presencia de las diferentes bases nitro-
genadas que tienen unidos los restos glucidi-
cos, pudiéndose distinguir entre las bases pu-
ricas (adenina y guanina) y las bases
pirimidinicas (citosina y timina, presentes en
el ADN, y uracilo en el ARN).

El ADN es una consti-
tuida por dos cadenas de nucleétidos. Cada ca-
dena tiene un extremo 5’, en el que se encuen-
tra un grupo fosfato, y un extremo 3’, que
posee un grupo hidroxilo (OH). La uni6én entre
los nucledtidos se da gracias a enlaces fos-
fodiéster entre los grupos fosfato y los OH del
residuo de desoxirribosa del nucleétido. Estas
dos cadenas se encuentran enfrentadas de
forma antiparalela, lo que quiere decir que el
extremo 5’ de una cadena siempre esta unido
al extremo 3’ de la otra. Los emparejamientos
entre las bases nitrogenadas se dan gracias a
la presencia de enlaces de hidrégeno entre és-
tas, poseyendo la unién adenina-timina (A-T)

NH,

N

¢ 1

||'“| N/Adenina
NH, 0
N Guanina
/N§Citosina <I/\l | NH
N/ N ’/|\
H 0 H N NH,
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dos puentes de hidrogeno, y la unién guanina-
citosina (G-C), tres; esto resulta de gran inte-
rés en genética, ya que cuanto mayor es el con-
tenido de pares de bases G-C mayor tempera-
tura se necesitara para separar o
desnaturalizar la doble hélice del ADN al ser
una unién mas estable termodindmicamente.
La estructura de doble hélice que el ADN ad-
quiere se debe a la naturaleza anfipatica de la
molécula: las bases nitrogenadas son hidrofé-
bicas y se encuentran en el interior de la hélice,
pero los glicidos y fosfatos son hidroéfilos y es-
tan en la zona exterior de la cadena (Nelson et
al, 2017).

En la década de 1940 se consiguié descompo-
ner tanto el ADN como el ARN en sus distintas
partes, que son fundamentalmente bases ni-
trogenadas, acido fosférico y un azucar, la ri-
bosa en el caso del ARN y la desoxirribosa en
el caso del ADN. Las bases nitrogenadas que
componen el ADN -adenina, citosina, guanina
y timina- son las mismas que estan presentes
en el ARN, a excepcidn de la timina, que es sus-
tituida por uracilo ( )- La unioén de las
bases nitrogenadas con ribosa o con desoxirri-
bosa conforma los denominados ,
mientras que la unién del nucle6sido a un
grupo fosfato forma los

0

[ N
Uracilo N&O

H
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La organizacién del ADN en eucariotas! es
compleja, y el gran tamafio del material gené-
tico? requiere de un proceso de compactacion
que le permita establecerse en el interior del
nucleo celular. De este modo, a partir de la do-
ble hélice de ADN, que presenta una anchura
de unos 2 nm, podemos distinguir varios nive-
les de compactacion ( ):

- Nucleosomas: son el componente estructural
fundamental de la compactacion del ADN, con
una anchura de 11 nm. Las histonas son las
proteinas encargadas de esta compactacion,
gracias a su basicidad, que permite una inter-
accion electroestatica con el polianidn que es
el ADN. El ADN se enrolla alrededor de un oc-
tamero de 4 tipos de histonas diferentes, y se
compacta.

- Solenoide: es una hélice formada por la com-
pactacién de los nucleosomas sobre si for-
mando una estructura parecida a un muelle,
con una anchura de 30 nm.

- Eucromatina: el solenoide se ancla sobre una
estructura proteica que compacta mas todavia

Doble hélice de DNA 2 nm

Fibra 11 nm

2006

MO O O TN A A

(" ..i"i(i‘i’.i’i'ie Fibra 30 nm (solenoide)

1 / Fibra 300 nm

Fibra 700 nm

= . Cromosoma mitético 1400 nm

*Las células eucariotas, presentes, entre otros, en los reinos animal
y vegetal, se caracterizan por poseer un citoplasma compuesto por
organulos diferenciados y separados del citosol por una mem-
brana plasmatica; entre estos organulos se encuentra el nicleo ce-
lular, que contiene la mayor parte del ADN celular —las mitocon-
drias poseen una cantidad relativamente pequefia de ADN propio,
denominado ADN mitocondrial, que contiene en los humanos Uni-
camente 37 genes—. Las células procariotas, al contrario, carecen
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n° 179: EI ADN en la innovacion de terapias génicas

la estructura al formar bucles; tiene un grosor
de 300 nm.

- Fibras de cromatina: se da una vez que el
ADN en su forma de cromatina ya se ha repli-
cado y la célula esta dispuesta a dividirse. Esta
compactacion se produce por accidén de las
condensinas, que forman bucles con la eucro-
matina, convirtiéndola en cromatina conden-
sada o heterocromatina, que no puede ser
leida para expresar genes. Tiene un grosor de
700 nm.

- Cromosoma: es la forma mas compacta del
material genético que solo se presenta cuando
la célula esta en la fase mitdtica para facilitar
la separacién del genoma y su encapsulaciéon
en el nucleo. Los cromosomas de los seres eu-
cariotas poseen distintas partes facilmente di-
ferenciables: estan compuestos por dos cro-
matidas hermanas exactamente iguales la una
a la otra, cada una de las cuales es una copia
del material genético del cromosoma en cues-
tion.

de organulos separados por una membrana plasmatica y en ellas
el material genético se encuentra disperso en el citoplasma.

2El genoma humano contiene alrededor de 3200 millones de pares
de basesy estd compuesto por alrededor de 20 000 a 25 000 genes,
con un tamafo medio de 27 ooo pares de bases por gen, aunque
con una gran variabilidad, pues existen genes muy grandes, como
el de la distrofina (2,4 Mb).
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En seres vivos diploides como los humanos,
los cromosomas estan duplicados y el mismo
gen que se presenta en una parte o /ocus de un
cromosoma se encontrara en su cromosoma
gemelo (Strachan et al, 2019). Este gen puede
presentarse exactamente igual en ambos cro-
mosomas ( o individuo homocig6-
tico) o puede ser que cada cromosoma tenga
una copia del gen con pequeias variaciones
( o individuo heterocigotico).

Los genes presentan la capacidad de dirigir la
secuencia lineal de los aminoacidos para for-
mar los polipéptidos y, consecuentemente, las
proteinas, que son las moléculas estructurales
—-también muchas con caracter funcional- del
organismo. Esta transformacion de la informa-
cion genética a cadenas peptidicas se conoce
como el

( ), de acuerdo al cual el ADN se
transcribe para producir ARN y éste se traduce
a proteinas. Ademas, el ADN se copia -replica-
a ADN, constituyendo este mecanismo el fun-
damento de la herencia genética.

La es un proceso que se da sobre
cada una de las cadenas desapareadas del
ADN, que sirven de molde para la sintesis de
una nueva hebra. Comienza en un punto deno-
minado origen de replicacion, a partir del cual
determinadas proteinas separan las cadenas
de ADN generando una burbuja de replicaciéon
desde la cual la enzima ADN polimerasa va

ADN ARN

Replicacion Transcripcion

v

3 Se estima que la ADN polimerasa comete un error por cada 10
millones de pares de bases afiadidas. No obstante, existen meca-
nismos para corregir estos errores de forma rapida.
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afiadiendo los nucle6tidos complementarios a
los presentes en la cadena molde en sentido 5’
- 3’. La ADN polimerasa es una enzima muy
eficaz, y en células eucariotas como las huma-
nas va afladiendo alrededor de 90 000 pares
de bases por segundo, con una probabilidad de
error extremadamente bajas.

La es el proceso que permite
crear una cadena de ARN a partir de una ca-
dena de ADN. Aunque el ADN estid compuesto
por una doble cadena, solo una de ellas sera
utilizada para la transcripcién -cadena
molde-. El proceso comienza sobre las cade-
nas de ADN que han sido separadas, formando
una pequefia burbuja que va avanzando por la
hebra de ADN a partir de la acciéon de la ARN
polimerasa, y en él se pueden distinguir tres
etapas:

- Iniciacién: la polimerasa de ARN reconoce las
bases de la secuencia de inicio -secuencia pro-
motora- y comienza el proceso al abrirse la
burbuja de transcripcién, que avanza en sen-
tido5 > 3'.

- Elongacién: la ARN polimerasa avanza a tra-
vés del ADN a la misma vez que éste se va se-
parando en sus dos cadenas y cerrandose por
la parte anterior.

- Terminacion: la ARN polimerasa detecta una
secuencia de terminacion en el extremo 3’y fi-
naliza el proceso.

PROTEINA

£
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Dado que la transcripciéon se da sobre una
Unica cadena molde de las dos que componen
el ADN, el resultado es un ARN monocatenario
que posteriormente podra someterse al pro-
ceso de traduccién. Sin embargo, este ARN
transcrito, conocido como transcrito primario,
tiene que pasar por una serie de modificacio-
nes destinadas a convertirlo en un ARN funcio-
nal. Por un lado, en el extremo 5’ de dicho ARN
se produce la adiciéon de una caperuza (cap-
ping) de guanina mediante una serie de enzi-
mas que se engloban en el complejo enzima-
tico de capping. Por otro lado, se produce la
poliadenilacién del extremo 3’, con la adicién
de alrededor de 200 nucleétidos de adenina
cuya funcién es proteger al transcrito de la de-
gradacion enzimatica. Ademas, se debe tener
en cuenta que en las células eucariotas los ge-
nes poseen unos fragmentos realmente codifi-
cadores denominados exonesy otros fragmen-
tos espaciadores que no son utiles para la
codificacion a proteina, denominados intro-
nes. Por ello, la maduracidn del transcrito pri-
mario requiere del corte preciso que elimine
los intrones y deje unidos los exones en un
proceso denominado , que esta diri-
gido por los espliceosomas y que produce el

( )-

Una vez que se ha producido el ARNm, esta ca-
dena de nucleétidos estd lista para pasar por el
proceso de , que permite generar
una cadena de aminoacidos y, por ende, pro-
teinas. Este proceso implica una lectura de los
nucleétidos en tripletes (codones), de modo
que cada secuencia de 3 bases codifica para un
aminoacido concreto. Aunque existen 64 codo-
nes, solo hay 20 aminoacidos constituyentes
de las proteinas, lo que significa que un mismo
aminodacido puede estar codificado por distin-
tos codones. Entre los mas relevantes se en-
cuentra el codén AUG (adenina-uracilo-gua-
nina) que codifica para el aminoacido
metionina y es el denominado codon de inicio,
de modo que su reconocimiento por parte de
la maquinaria de traduccién permite comen-
zar a sintetizar la cadena peptidica. También
hay tres codones -UAA, UAG y UGA- que no co-
difican para un aminoacido sino que sefialan el
final de la traduccion.

El proceso de traduccidén estd a cargo de los

, unos macrocomplejos de proteinas y
ARN ribosomal (ARNr), y de los ARN de

7 - Farmacéuticos
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transferencia (ARNt), que son los verdaderos
adaptadores del lenguaje del ARN a los ami-
noacidos. Los ribosomas estdn compuestos
por mas de 50 proteinas diferentes y estan di-
vididos en dos subunidades (pequefa y
grande). Ademads, en ellos se presenta un
hueco A (aminoacil) y un hueco P (peptidil),
siendo el primero el encargado de producir el
enlace peptidico entre los aminoacidos, mien-
tras que al segundo pasa la cadena peptidica
que se esta sintetizando. Como en el caso de la
transcripcidn, la traduccién puede dividirse en
tres etapas:

- Iniciacidn: etapa en que la subunidad menor
del ribosoma se une a la cadena de ARNm por
la zona en la que esta presente el codén de ini-
ciacion AUG; tras ello, se une el ARNt, que esta
cargado con el aminoacido metionina.

- Elongacion: siguiendo la cadena de ARNm y
dependiendo del aminoacido codificado por
cada codon, el ARNt va afiadiendo los aminoa-
cidos correspondientes en el hueco A. El pro-
ceso de elongacion se produce en sentido
amino > carboxilo.

- Terminacion: cuando el complejo ribosomal
llega a un coddn de terminacién se produce la
separacion de las subunidades del ribosoma,
dejando la cadena peptidica libre.

Aunque, tal y como se ha sugerido, estos pro-
cesos son realizados por enzimas con una alta
eficiencia y muy baja tasa de error, en ocasio-
nes durante la replicacion del ADN pueden
ocurrir en el material genético,
que pueden darse de manera espontanea o
verse inducidas por otros estimulos, como de-
terminados agentes fisicos o quimicos, como la
radiacidn ultravioleta. Para que ocurran estas
mutaciones es necesario que falle alguno de
los mecanismos de reparacion del ADN, de ma-
nera que el ADN replicado incluya la mutacién
y se transmita a las células descendientes. En
la mayoria de casos, cuando se encuentra un
error en una cadena de ADN se repara rapida-
mente antes de que se produzca la replicacion;
de hecho, la misma maquinaria de replicacion
posee la capacidad de corregir sus propios
errores de emparejamiento.

Existen una gran cantidad de estos
para asegurar la conservacion de
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nuestro genoma correctamente, entre los que
destacan:

- (Base Excision Repair): cuando una base
se encuentra dafiada -por oxidacién, alquila-
cion, etc., generalmente por lesiones de causa
endbgena-, estos sistemas la escinden y colo-
can en su lugar una nueva base con propieda-
des de emparejamiento correctas.

- (Nucleotide Excision Repair): este sis-
tema permite corregir, mediante escision, pe-
quefios segmentos del ADN que han sido dafa-
dos y alteran localmente la estructura de la
doble hélice, como pueden ser los dimeros de
timina#.

- (Mismatch Repair): el sistema de repa-
racion de apareamientos incorrectos elimina

n° 179: EI ADN en la innovacion de terapias génicas

emparejamientos erréneos presentes en el
ADN por problemas en la replicaciéon o por
desaminaciones espontaneas.

- (Nonhomologous end-joining): a dife-
rencia de los anteriores -que corrigen errores
en una sola cadena-, se trata de un sistema de
reparacion de roturas en la doble cadena en
los cromosomas. No es muy eficaz, pues la co-
rreccién no suele conservar la secuencia origi-
nal y produce mutaciones con frecuencia, pero
si no se da este tipo de reparacién la muerte
celular es inmediata.

Los fallos en los sistemas de reparacion del
ADN se asocian con un mayor riesgo de enfer-
medades graves y complejas y, de manera par-
ticular, con el cancer ( )-

Ejemplos de enfermedades genéticas relacionadas con fallos en la reparaciéon del ADN.

Enfermedad Caracteristicas

Sindrome de Lynch

Se produce por una mutacién germinal en alguno de los genes MMR
(mismatch repair). Estas mutaciones ocasionan inestabilidad de frag-
mentos repetitivos del ADN (microsatélites), distribuidos a lo largo
del genoma, y producen acumulacién de errores en la replicacion del
ADN. Se asocia con la aparicion de cancer colorrectal en edades tem-
pranas.

Xeroderma pigmento-
sum

Se trata de una enfermedad causada por la deficiencia en genes rela-
cionados con el sistema NER. Se asocia con el cancer de piel debido a
la acumulacién de dimeros de pirimidina tras la exposicién a la radia-
cion UV.

Anemia de Fanconi

Es una enfermedad en la que se produce una anemia aplasica relacio-
nada con la mutacién en distintos genes asociados a la reparacién de
dafios en la doble hebra de ADN.

Sindrome de Werner

La enfermedad se produce por mutaciones en el gen WRN, que codi-
fica para una proteina que participa en los sistemas BER y NHE]. Los
pacientes presentan un crecimiento retardado y un envejecimiento
prematuro.

4 Los dimeros de pirimidina, y especialmente los que se producen
entre dos nucledtidos de timina, son uno de los errores mas fre-
cuentes en el ADN. La causa mas habitual es la radiacion
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ultravioleta, que induce la dimerizacion entre nucledtidos adya-
centes mediante un anillo de ciclobutano.
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La patologia molecular examina e identifica las
moléculas implicadas en enfermedades con-
cretas, explicando la relacién entre un deter-
minado cambio genético y unas manifestacio-
nes especificas de una enfermedad, debida a la
presencia de mutaciones en el genoma que
producen un cambio en la actividad de una
proteina. En este sentido, es importante cono-
cer la localizacion de las mutaciones en el gen.

Asi, las mutaciones que afectan a la regién co-
dificadora producen una proteina con estruc-
tura anormal que ve alterada su funcionalidad.
Generalmente, el resultado es de pérdida de
funcién, siendo poco probables las mutaciones
que producen una proteina de mayor funcio-
nalidad. Si, por otro lado, la mutacion afecta a
la zona reguladora, tendremos una proteina
con estructura normal, pero en una cantidad
superior o inferior a lo habitual, lo cual se equi-
para con una ganancia o pérdida de funcioén,
respectivamente. En el caso de que se afecte el
procesamiento, se produce como resultado un
ARNm con una secuencia incorrecta, dando lu-
gar a una proteina con una estructura anor-
mal.

El tratamiento de las enfermedades causadas
por mutaciones en el material genético es
complejo, y las posibilidades terapéuticas son,
por lo general, todavia reducidas. La manipu-
lacion del material genético o

tiene una utilidad basica al permitir crear
una gran variedad de productos de utilidad en
biomedicina. Una creciente cantidad de sus-
tancias de interés farmacoldgico se produce
por métodos de manipulacién genética,
abriendo un gran abanico de posibilidades te-
rapéuticas que actualmente se encuentra en
expansion.

Uno de los pilares de las técnicas de ingenieria
genética son las , descu-
biertas en la década de los 60 del siglo XX por

5 Las secuencias palindromicas son secuencias de acidos nucleicos
que se leen del mismo modo en sentido 5' — 3’ que en sentido 3’
— 5. Por ejemplo, la secuencia GATC forma un palindromo con su
secuencia complementaria CTAG.

9 - Farmacéuticos
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Werner Arber, Hamilton Smith y Daniel Nat-
hans, motivo por el cual recibieron el Premio
Nobel de Medicina en 1978. Estas enzimas son
endonucleasas que estan presentes en bacte-
rias y arqueas, donde tienen un papel defen-
sivo contralainfeccion virica como parte de un
sistema de restriccion/modificacion (Di Felice
etal,2019). Las enzimas de restricciéon son ca-
paces de cortar el ADN en lugares determina-
dos, lo cual les confiere una enorme ventaja so-
bre las endonucleasas inespecificas. Se han
descrito tres tipos de enzimas de restriccion:
las tipo I, que cortan y metilan al azar cerca de
un determinado punto de reconocimiento en
el ADN; las tipo II, que solo tienen actividad de
corte o restriccion, siempre sobre el mismo
punto de la secuencia que reconocen; y las tipo
III, que cortan y metilan a 25-27 pares de bases
(pb) en un punto lejano al de reconocimiento.
Las enzimas de restriccién de tipo II son las
mas usadas en ingenieria genética, ya que pre-
sentan una especificidad dentro de la secuen-
cia de reconocimiento, haciendo mas predeci-
ble su comportamiento. Los puntos de
reconocimiento son secuencias de ADN cortas
(4-8 pb), normalmente palindrémicass.

Las enzimas de restriccion pueden utilizarse
para la clonacién de ADN. El proceso de clona-
cién se inicia mediante la extraccion de una se-
cuencia de ADN, que se une a un vector de clo-
nacién, como un plasmidos, formando un ADN
recombinante -también denominado ADN
quimérico-. Los plasmidos usados para la clo-
nacion de genes son artificiales, y poseen una
region con varios puntos de reconocimiento
para varias enzimas de restriccion donde se
abrira el plasmido y se unira el fragmento de
ADN que se va a clonar aprovechando la capa-
cidad autorreplicativa del plasmido. La clona-
cion permite estudiar la secuencia de un gen
con una determinada relevancia clinica.

6 Un plasmido es una molécula pequefia de ADN, generalmente
circular, presente en algunos microorganismosy que cuenta con la
capacidad de replicarse de forma independiente.
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De manera analoga a la clonacion, la ingenieria
genética permite obtener sustancias de interés
farmacolégico mediante el empleo de vectores
de expresidon que permiten a la célula hospe-
dadora transcribir el gen elegido y producir la
proteina para la que éste codifica. Los vectores

El descubrimiento a finales de la década de los
afios 80 del pasado siglo de numerosas se-
cuencias palindromicas repetidas en el ADN de
algunos microorganismos, como bacterias y
arqueas, desperto el interés por conocer su po-
sible funcionalidad, que no fue descrita por
primera vez hasta el afio 2005 por el grupo de
investigacién de Francisco Mojica en la Uni-
versidad de Alicante (Mojica et al, 2005), el
cual también acuii6 el término con el que hoy
se designa a estas secuencias: (cluste-
red regularly interspaced short palindromic
repeats). Su utilidad en terapéutica radica en
el hecho de que estas secuencias, que proce-
den de la infeccién por parte de bacteriéfagos,
pueden ser reconocidas de manera muy espe-
cifica por el sistema inmunitario del microor-
ganismo y eliminadas a través de endonuclea-
sas —por ejemplo, Cas9-, protegiéndose de
infecciones posteriores que produzcan esta
misma “huella” en el ADN.

La elevada especificidad del sistema CRISPR-
Cas’ y su relativa sencillez han supuesto un
gran impulso en los ultimos afios para la edi-
cion genética y motivaron asimismo la conce-
sion del Premio Nobel de Quimica en 2020
para Jennifer Doudna y Emmanuelle Charpen-
tier por su desarrollo, aunque sus aplicaciones
van mucho mas alla del &mbito de la biomedi-
cinas.

La simplicidad, flexibilidad, precision y bajo
precio de producciéon en comparacién con
otras técnicas de edicién genética han favore-
cido la generalizacién de CRISPR-Cas en este

7 Las enzimas Cas, como Casg, son endonucleasas denominadas
asi porque su actividad se desarrolla asociada a las secuencias pa-
lindromicas CRISPR (CRISPR associated protein).

8 Esta técnica de edicidn genética se ha utilizado, por ejemplo, en
la produccién de un tipo de arroz —conocido como “arroz dorado”—
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de expresion permiten replicar en un orga-
nismo procariota o eucariota un gen de cual-
quier otra especie y, por tanto, obtener protei-
nas recombinantes y otros productos con
potencial terapéutico.

ambito. El funcionamiento de esta técnica (

) se basa en el uso de una endonucleasa
Cas que se asocia con una secuencia de ARN
guia especifica que dirige al complejo hacia
una secuencia de ADN gendémico con la que
este ARN es complementario; este ARN guia
contiene una secuencia denominada PAM
(protospacer adjacent motif) que es recono-
cida de manera especifica por la endonucleasa.
Una vez localizada la secuencia complementa-
ria, la endonucleasa corta ambas hebras del
ADN, dejando un corte que es reparado por re-
combinacién homéloga o mediante el sistema
NHE] (Charpentier et al, 2013). Esta especifi-
cidad y precision es fundamental para garanti-
zar la seguridad de la técnica, pues la escision
incorrecta de nucleé6tidos podria tener graves
consecuencias.

r Cas9

ARN guia

Secuencia de
ADN diana

LN

Secuencia PAM

Secuencia de ADN '

diana cortada

m
ATTTTTITITITITR TTITITR e

‘ Secuencia de ADN
afiadida por reparacion
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capaz de almacenar betacaroteno en elevada cantidad, que per-
mite fortificar la dieta con este micronutriente en zonas en desa-
rrollo en las que el arroz constituye la base de la alimentacion.

AT
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Entre los productos con potencial terapéutico
que se pueden obtener mediante técnicas de
ingenieria genética se encuentran los acidos
nucleicos, que al ser introducidos en un pa-
ciente pueden llegar a corregir deficiencias ce-
lulares expresadas a nivel fenotipico. Esta es la
base de la , un tipo de terapia
avanzada que permite producir medicamen-
tos con una serie de caracteristicas definidas
en la Directiva 2001/83/CE:

- Los medicamentos de terapia génica incluyen
un principio activo que contiene un acido nu-
cleico recombinante, o estan constituidos por
él y son utilizado en seres humanos, o adminis-
trados a los mismos, con objeto de regular, re-
parar, sustituir, afiadir o eliminar una secuen-
cia génica;

- Ademas, su efecto terapéutico, profilactico o
diagndstico debe depender directamente de la
secuencia del acido nucleico recombinante
que contengan, o del producto de la expresion
genética de dicha secuencia.

La terapia génica consiste, por tanto, en una
transferencia de material genético nuevo a cé-
lulas de un individuo dando lugar a un benefi-
cio terapéutico para el mismo, consistente en
corregir defectos genéticos (genes mutados) o
bloquear la activacién de ciertas alteraciones
nocivas (oncogenes) o sus efectos, y facilitar
otros tratamientos, como anular la resistencia
a ciertos farmacos o incrementar la tolerancia
a otros. Para ello, se emplean dos sistemas ge-
nerales: /n vivo, introduciendo directamente el
gen en las células del tejido diana; o ex vivo,
obteniendo las células del paciente, que son
modificadas en el laboratorio y reintroducidas
en él (Cuéllar, 2019).

Los son indispensables para el pro-
ceso de transferencia genética y de ellos de-
pende en gran medida la eficiencia transfec-
tiva. Los primeros vectores empleados
experimentalmente han sido los vectores vira-
les, auténticos virus que, tras sufrir un proceso

° La transfeccion se define como la adquisicion de nuevo material
genético por una célula humana mediante la incorporaciéon de ADN
adicional.
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de transformacién previo para eliminar su po-
tencial patogénico, reciben una carga genética
adicional para que, aprovechando su enorme
capacidad de invadir células y utilizar su ma-
quinaria genética, pueda ser incorporada al
propio material genético celular.

Las ventajas de los vectores virales son mu-
chas: infectan a casi todas las células, suelen
dejar solo una copia en el genoma, tienen una
estructura gendmica viral bien conocida gene-
ralmente, la manipulacién celular ex vivo no
suele producir lesiones y todas las etapas del
proceso son controlables, en principio. Pero
también tienen importantes inconvenientes,
que conviene no olvidar: el ADN viral puede in-
sertarse en regiones esenciales del genoma ce-
lular (provocando la activacién de oncogenes
o de otros genes defectuosos), pueden activar
virus latentes o transformarse en virus patolé-
gicos, al recombinarse con el genoma celular.

Entre los vectores virales, unos de los mas es-
tudiados son los , que presentan ca-
racteristicas muy interesantes: suelen tener
lugares preferentes de insercion en el genoma
celular, permiten incorporar secuencias espe-
cificas para determinados tejidos y marcado-
res para comprobar si las células han sido
transfectadas®. Obviamente, tienen limitacio-
nes también importantes, entre las que des-
taca el hecho de que solo infectan (transfec-
tan) a células en fase de division y de que no
pueden ser utilizados en métodos in vivo, por-
que son peligrosos e inestables en el torrente
sanguineo.

Por otro lado, los se han revelado
como una buena alternativa a los retrovirus,
ya que son faciles de producir en grandes can-
tidades y son capaces de transferir genes de
forma eficiente en una amplia cantidad de cé-
lulas y tejidos. Infectan células en fase no pro-
liferativa y pueden usarse in vivoen ciertos ca-
sos; ademas, permiten la insercién de trozos
grandes de ADN (de hasta 37 Kb). Pero, como
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ocurre con los retrovirus, los adenovirus tie-
nen limitaciones no menos importantes, ya
que pueden replicarse in vivo en ciertas célu-
las y activar la sintesis de proteinas tdxicas e
inducir respuestas inmunolégicas e inflamato-
rias frente a las células diana. De hecho, la in-
munogenicidad es una de las principales des-
ventajas de este tipo de vectores, debido a la
posible existencia de anticuerpos neutralizan-
tes producidos como consecuencia de infeccio-
nes previas por un adenovirus (Olive et al,
2002), que pueden comprometer tanto la efi-
cacia del tratamiento como su seguridad, con
un riesgo relativamente elevado de reacciones
inflamatorias (Schnell et a/, 2001; Ronzitti et
al, 2020). Por otro lado, producen una expre-
sién solo transitoria de los genes transferidos
al genoma: la respuesta del hospedador al vi-
rus parece limitar la duracién de la expresion
y la capacidad de repetir la dosis, al menos con
altas dosis de vectores de primera generacion.

Relacionados con los adenovirus se encuen-
tranlos (AAV, por sus si-
glas en inglés). Se trata de virus muy pequeiios
con una organizacién de su genoma extrema-
damente simple, con un ADN lineal de cadena
sencilla y que requieren la coinfeccién con
adenovirus u otros parareplicarse; es decir, no
son auténomos. Los AAV estan extendidos en
la poblacién humana, como evidencia la detec-
cion de anticuerpos especificos en numerosas
personas, pero este hecho no parece estar aso-
ciado con ninguna enfermedad conocida. Los
AAV tienen la virtud de facilitar una expresién
génica a largo plazo en células que no se divi-
den, posiblemente -aunque no necesaria-
mente- porque el ADN virico lo integra. Asi-
mismo, los vectores son estructuralmente
simples y pueden provocar menos respuesta
de la célula hospedadora que del adenovirus.
Sin embargo, son dificiles de producir en gran-
des cantidades y tampoco es descartable un
potencial genotoxico (Colella et al, 2017).

Por ultimo, dentro de los vectores virales es
preciso citar a los (HV) por su ca-
pacidad de llevar insertadas grandes secuen-
cias de ADN extrafio y para establecer infeccio-
nes latentes de larga duracion. Sin embargo,
los herpesvirus son enormemente diversos,
tanto en lo que se refiere al tamafio del ge-
noma, como a sus mecanismos patogenéticos,
ala organizacién de su genoma, a su contenido
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genético o a las células sobre las que actua.
Ademas, la naturaleza de la latencia viral es de
particular relevancia. Todo este conjunto de
aspectos ha determinado que, hasta el mo-
mento, solo se haya experimentado con virus
del herpes simplex (HSV) in vivo.

Como alternativa a los vectores virales se han
planteado numerosas y muy diversas iniciati-
vas. Una de las primeras fue el

, que ha demostrado ser
efectivo para transferir genes tanto in vitro
como in vivo. Para ello, es preciso que el plas-
mido de ADN sea previamente revestido sobre
su superficie de gotas de 1 a 3 micras de dia-
metro de oro o tungsteno. Las particulas son
aceleradas por una descarga eléctrica de un
aparato o por un pulso de gas y son “dispara-
das” hacia el tejido, permitiendo que la fuerza
fisica del impacto supere la barrera de la mem-
brana celular. Los resultados obtenidos han
mostrado grandes variaciones en la eficiencia
de la expresion de los genes debido a las dife-
rencias de la rigidez de los tejidos, de la proce-
dencia del ADN extrafio y de la propia capaci-
dad de transcripcion intrinseca.

La con-
siste en la inyeccion directa de ADN o ARN
puro circular y cerrado covalentemente den-
tro del tejido deseado. Se trata de una técnica
factible solo para determinados tejidos, como
el muscular, pero es simple, econémica y no es
toxica. Tiene potencial para llevar largas cons-
trucciones de ADN, pero produce unos niveles
y una persistencia de la expresion de genes de-
masiado corta (pocos dias). Habida cuenta de
sus caracteristicas, podria tener potencial
como un procedimiento de vacunaciéon y como
expresion de genes a un nivel bajo pero sufi-
ciente para provocar una respuesta inmunita-
ria.

Los se basan en las
propiedades de carga eléctrica del ADN (nega-
tiva debido a la cadena de fosfatos ionizados
negativamente en la superficie en la doble hé-
lice), lipidos catidnicos (carga positiva) y la su-
perficie celular (una red de cargas negativas
debido a los residuos del acido sialico). Actian
de forma similar a las histonas, proteinas ricas
en aminodcidos cargados positivamente que
compactan el ADN, mientras que en los liposo-
mas son los lipidos cationicos los que inte-
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raccionan con las cargas negativas del ADN
condensandolo. El exceso de cargas positivas
permite a los transportadores catidnicos inter-
accionar, mediante enlaces electrostaticos,
con las cargas negativas que presenta la mem-
brana celular. Entre las ventajas atribuidas a
los complejos liposdmicos de ADN estan las de
no existir limitacién importante para el ta-
mafio del plasmido, no pueden replicarse o re-
combinarse para dar lugar a un virus infec-
cioso, ni provocan respuestas inmunitarias o
inflamatorias; atendiendo a estas caracteristi-
cas, pueden usarse en técnicas Jin vivo. Sin em-
bargo, pese a que se han introducido mejoras
en los liposomas catiénicos, como un incre-
mento de las cargas positivas en su regién hi-
drofilica o cambios en el tamafio de particula,
hasta el momento no se ha conseguido una efi-
ciencia transfectiva satisfactoria (Liu et al,
2020).

El principal problema de los métodos no vira-
les descritos consiste en que el ADN no posee
la capacidad de introducirse en su tejido diana.
Para intentar soslayar este problema critico,
se han desarrollado técnicas de transferencia
de genes mediante receptores. Para ello -lo
mismo que con los vectores viricos- se pueden
trasplantar /igantes al transportador, unas
moléculas que seran reconocidas por los re-
ceptores presentes en el tipo celular elegido.
La naturaleza de los /igantes es muy variada:
azucares, péptidos, hormonas, etc.

Las células absorben algunos elementos del
medio exterior por endocitosis: su membrana
se repliega hasta formar una vesicula, el endo-
soma. Los complejos de transfeccion aprove-
charian este mecanismo para penetrar en sus
objetivos celulares. El interior del endosoma
se acidifica progresivamente y luego se fu-
siona con lisosomas, que contienen enzimas
que degradan su contenido. Por tanto, una vez
en el endosoma, los complejos deben

La terapia génica representa una alternativa
de tratamiento que se dirige a la correccién de
la causa de una enfermedad, con potencial cu-
rativo en enfermedades de base genética. No
obstante, se requiere de mucha informacion
sobre la patologia molecular de un desorden
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necesariamente escapar de él antes de ser ver-
tidos en los lisosomas y sufrir su ataque enzi-
matico. Por esto, a los vectores sintéticos se les
asocia unas moléculas llamadas fusidgenas
que, como su nombre indica, favorecen la fu-
sion entre el endosoma y la célula, favore-
ciendo la liberacién del fArmaco en el citosol
celular (Wang et al, 2023), que idealmente se
podria producir de manera selectiva en un tipo
celular, como los miocitos, con potenciales
aplicaciones en enfermedades que afectan a la
funciéon muscular, como la distrofia muscular
de Duchenne (Hindi et a/, 2023). El principal
problema de esta técnica consiste en la pene-
tracion del ADN en el ntcleo de la célula recep-
tora, que solo es posible en las células en cre-
cimiento (especialmente células en cultivo)
durante la division celular, cuando se rompe la
envoltura nuclear, mientras que en las células
en reposo (la mayor parte de las células del or-
ganismo) esta penetracion se produciria por
difusion (siempre que se trate de moléculas
cuyo tamafio sea inferior a 9 nm) o a través de
los poros de la membrana nuclear (moléculas
de tamafio entre 9 y 25 nm). Este tltimo se
trata de un transporte activo que necesita el
reconocimiento de unas sefiales especiales lla-
madas serales de localizacion nuclear. Sin em-
bargo, la mayoria de los complejos de transfe-
rencia miden mas de 25 nm.

Otro problema viene determinado por la posi-
ble necesidad de que el vector deba permane-
cer asociado al ADN hasta el interior del nu-
cleo, lo que obliga a asegurar que su presencia
no interfiera con la transcripcién del gen intro-
ducido (transgén): los transportadores lipidi-
cos cationicos inhiben la transcripciéon cuando
tienen un exceso de cargas positivas. Otros ele-
mentos cruciales son el mantenimiento dura-
dero del gen terapéutico en las células y la re-
gulacion de su expresién segun las
necesidades del organismo.

genético antes de decidir si es factible la tera-
pia génica, lo que obliga a que el gen en cues-
tion sea clonado. Las terapias génicas han su-
puesto un avance disruptivo en el tratamiento
de algunas enfermedades hasta hace pocos
afios consideradas fatales, aunque debido a la
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relativa juventud de los medicamentos autori-
zados hasta la fecha basados en este tipo de te-
rapia avanzada, en la mayor parte de los casos
todavia estan por confirmar sus efectos en el
largo plazo.

Uno de los ambitos en los que se ha focalizado
la investigacion en terapias génicas son las

(pro-
ducidas como consecuencia de los defectos en
un Unico gen): se han descrito mas de 1800 ge-
nes asociados a enfermedades hereditarias y
en muchos casos se ha demostrado el meca-
nismo por el cual alteraciones en su expresidon
son la causa de la enfermedad. En este con-
texto, el desarrollo de terapias de reemplazo
del gen defectuoso o complementacion con su
forma funcional representa una potencial al-
ternativa para obtener un efecto terapéutico a
largo plazo en los pacientes afectados por en-
fermedades monogénicas.

Una de las aplicaciones mas exitosas de la te-
rapia génica en el ambito de este tipo de enfer-
medades se ha dado en el campo de la neuro-
logia y, muy especialmente, en el de las
enfermedades neuromusculares. Por ejemplo,
en 2020 se autorizé en la UE el uso de
(Zolgensma®)10 para el
tratamiento de la atrofia muscular espinal
(AME) 11 en 5q!2, una terapia génica consis-
tente en un vector recombinante no replica-
tivo basado en un adenovirus serotipo 9
(AAV9), con capacidad de atravesar la barrera
hematoencefalica y transducir las motoneuro-
nas, y que contiene el ADN complementario
del gen SMN1humano, favoreciendo su expre-
sién en las células transducidas. Asi, propor-
ciona una fuente alternativa de la expresion de
la proteina SMN en las motoneuronas. Su auto-
rizacion se sustent6 fundamentalmente en los
datos de un estudio pivotal de fase 3, en el cual
el farmaco se administré en una tnica dosis in-
travenosa, ampliando la supervivencia alos 14
meses al 91 % de los pacientes, frente a un 26

10 En Espafia, el medicamento se encuentra comercializado desde
diciembre de 2021.

1 | as atrofias musculares espinales proximales son un grupo de
trastornos musculares caracterizados por una debilidad muscular
progresiva resultado de una degeneracién y pérdida de las neuro-
nas motoras inferiores en la médula espinal y en los ntcleos del
tronco encefalico. En concreto, la atrofia muscular espinal (AME)
es una enfermedad hereditaria de cardcter autosémico recesivo
que implica la degeneracidon de las neuronas motoras del asta
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% estimado en cohortes historicas de pacien-
tes de AME (Day et al, 2021). Ademas, el far-
maco permitié que aproximadamente 2 de
cada 3 pacientes (64 %) alcanzaran el hito mo-
tor de sentarse sin ayuda (apoyo) durante un
minimo de 30 segundos; esta capacidad se
mantiene al menos hasta los 18 meses, lo cual
destaca notablemente al recordar que, sin tra-
tamiento, no se esperaria que ninguno de los
pacientes incluidos pudiera alcanzarla (Fer-
nandez Moriano, 2022). Se ha estudiado tam-
bién su uso en nifios presintomaticos con mu-
taciones bialélicas en SMN1 y tres copias de
SMN2, que fueron tratados con una dosis Unica
del farmaco en las seis primeras semanas de
vida. En este ensayo de fase 3 multicéntrico y
de un solo brazo en el que participaron 15 ni-
nos, todos podian mantenerse en pie antes de
los 24 meses y 14 eran capaces de caminar de
forma independiente, de manera similar a ni-
nos sin AME (Strauss et al, 2022).

También se encuentra ya comercializada en
EEUU, aunque todavia no en la UE, la primera
terapia génica frente ala

(DMD). Esta enfermedad se pro-
duce como consecuencia de deleciones en el
gen de la distrofina -el gen mas grande cono-
cido en humanos-, que conduce a una degene-
racion muscular grave que suele resultar fatal
en la tercera década de la vida por insuficien-
cia cardiaca y/o respiratoria. El firmaco apro-
bado, (Elevi-
dys®), fue autorizado en EEUU en junio de
2023 como medicamento huérfano, indicado
para el tratamiento de pacientes pediatricos
ambulatorios de 4 a 5 afios con DMD con una
mutacion confirmada en el gen DMD. Se trata
de un medicamento de terapia génica consti-
tuido por un vector basado en un virus ade-
noasociado, recombinante y no replicante que
contiene el transgén de la microdistrofinabajo
el control del promotor MHCK7; la proteina
microdistrofina expresada es una version
abreviada (138 kDa, en comparacién con el

anterior de la médula, lo cual provoca la falta de transmision del
impulso nervioso y de estimulo al musculo inervado, con la consi-
guiente debilidad y atrofia progresiva de los musculos voluntarios,
de predominio proximal y de un amplio espectro de gravedad.

12 | a mutacién que causa la enfermedad se produce en el brazo
largo del cromosoma 5 (5q), en el gen de supervivencia de la neu-
rona motora 1 (SMN1).
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tamafio de 427 kDa de la distrofina expresada
en células musculares normales) que contiene
dominios seleccionados de la distrofina natu-
ral.

Su eficacia clinica esta avalada por dos ensayos
clinicos multicéntricos, ain en progreso. El
primero consté de dos partes: mientras que la
primera consistié en un periodo de 48 sema-
nas, aleatorizado, doble ciego y controlado con
placebo, la segunda parte tuvo un periodo de
48 semanas que comenz6 después de comple-
tar la primera parte, donde los pacientes que
recibieron placebo inicialmente fueron trata-
dos con el farmaco y los pacientes tratados con
el firmaco (durante la parte 1) recibieron pla-
cebo. La poblacién del estudio fueron pacien-
tes masculinos ambulatorios con DMD (N=
41) de 4 a 7 afios de edad con una mutacién de
marco de lectura confirmada o una mutacion
prematura del codon de terminacidn entre los
exones 18 a 58 en el gen DMD. Entre los obje-
tivos principales se evalud la expresion de mi-
crodistrofina en el musculo esquelético y el
efecto del farmaco en la puntuacién total de la
escala de Evaluacion ambulatoria de North
Star (NSAA). El estudio 2 es un estudio abierto
que incluye una cohorte de 20 sujetos mascu-
linos ambulatorios con DMD de 4 a 7 afios de
edad, todos los cuales tienen una mutacion de
cambio de marco confirmada, una mutacion
del sitio de empalme canénico o una mutacién
prematura del codén de parada en el gen DMD.
El cambio en la puntuacién total de la NSAA se
evalu6 desde el inicio hasta la semana 48 des-
pués de la infusién de Elevidys® o placebo,
siendo la mediana del 40,8 % en el estudio 1y
del 50,6 % en el segundo ensayo (Cuéllar,
2024).

Por otro lado, los pacientes con enfermedades
hematolégicas como la pueden be-
neficiarse en gran medida de la aplicacion de
una terapia génica, teniendo en cuenta que pe-
quefios incrementos en el nivel de un factor de
la coagulacién correlaciona con una impor-
tante mejora fenotipica, especialmente en el
caso de la hemofilia B, causada por una defi-
ciencia en el factor IX. Recientemente (en 2023
enla UE y en 2022 en EEUU), se ha autorizado
la comercializacién de

(Hemgenix®), una terapia génica basada
en un virus adenoasociado de tipo 5 (AAV5)
recombinante y no replicante que contiene
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una secuencia de ADN de codones optimizados
de la variante Padua con ganancia de funcion
del factor IX humano, que ha demostrado en
un estudio pivotal reducir en mas de un 60 %
la tasa de sangrado anualizada hasta los 18
meses con una unica dosis del medicamento
en comparacion con el tratamiento convencio-
nal, consistente en la administracién profilac-
tica de factor IX de la coagulacion (Pipe et al,
2023).

También en el ambito de las enfermedades he-
matoldgicas se ha aprobado recientemente en
Europa (en febrero de 2024), la primera tera-
pia génica que utiliza la tecnologia CRISPR-
Cas9 para la edicién genética. Se trata de

(Casgevy®), consti-
tuido por células madre hematopoyéticas
CD34+ autdlogas editadas ex vivo mediante
tecnologia CRISPR-Cas9 en la region potencia-
dora especifica de eritroides del gen BCL11A
para reducir la expresion de la proteina
BCL11A en células del linaje eritroide, lo que
conduce a una mayor produccién de proteina
de hemoglobina fetal (HbF). El medicamento,
con designacion huérfana, ha recibido la auto-
rizacion condicional con indicacién en el trata-
miento de la anemia de células falciformes y de
la B-talasemia.

La eficacia clinica de exagamglogén auto-
temcel en dosis Unica en la indicacion de
anemia de células falciformes se ha evaluado
en un ensayo multicéntrico en pacientes adul-
tos y adolescentes. La variable primaria de efi-
cacia fue la proporcion de respondedores
VF12 (pacientes que no experimentaron nin-
guna crisis vaso-oclusiva grave durante al me-
nos 12 meses consecutivos) dentro de los pri-
meros 24 meses después de la infusion del
medicamento en el ensayo 1. La evaluacion de
dicho criterio comenz6 60 dias después de la
ultima transfusion de glébulos rojos para
apoyo postrasplante o manejo de la enferme-
dad. La mediana del tiempo transcurrido hasta
la dltima transfusion de glébulos rojos fue de
19 dias después de la infusion para los pacien-
tes del grupo primario de eficacia y la tasa de
respuesta de VF12 fue del 93,5 %. Los pacien-
tes que respondieron a VF12 no experimenta-
ron crisis graves durante el periodo de evalua-
cién, con una duracién media de 22,2 meses en
el momento del andlisis intermedio.
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En el caso de la 3-talasemia, se dispone de un
ensayo todavia en curso, de un solo grupo de
pacientes. En él, se incluyeron en el conjunto
primario de eficacia 42 pacientes, incluidos 13
adolescentes, con B-talasemia dependiente de
transfusiones que recibieron una dosis tnica.
De estos 42 pacientes, 39 estuvieron libres de
transfusiones durante al menos un afio (Cué-
llar, 2024).

Aunque, como se ha podido comprobar, se han
producido extraordinarios avances en el trata-
miento de numerosas enfermedades monogé-
nicas, el ambito en el que se han desarrollado
un mayor nimero de estudios clinicos ha sido
la oncologia (Henderson et al, 2024), en el
cual las terapias génicas pueden ofrecer multi-
ples posibilidades terapéuticas, como la induc-
cion de respuestas inmunitarias especificas, la
incorporacién de genes productores de citoci-
nas antiproliferativas, la inserciéon de genes
suicidas para la activacion selectiva de farma-
cos citotoxicos o de genes represores de onco-
genes.

VL
Dominio de unién
al antigeno CD19
Vi
Bisagra CD8 y enlace
P peptidico transmembrana
CélulaT

Dominio co-estimulador 4-1BB

Dominio sefializador CD3-zeta

El medicamento fue oficialmente autorizado
como medicamento huérfano para el trata-
miento, en perfusién Unica, de pacientes pe-
diatricos y adultos jévenes de hasta 25 afios de
edad con leucemia linfoblastica aguda (LLA)
de células B refractaria, en recaida postras-
plante o en segunda o posterior recaida, y de
pacientes adultos con linfoma difuso de células
grandes B (LBDCG) en recaida o refractario
tras dos o mas lineas de tratamiento sistémico.
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En Espafia se encuentran comercializados tres
medicamentos de terapia génica con indica-
cion en distintos tipos de cancer.
(Kymriah®) fue la primera terapia gé-
nica CAR-T disponible en Espafa (desde el afio
2019) y representd una innovacion disruptiva
en el drea de la onco-hematologia (Fernandez
Moriano, 2019a). Es un tratamiento de inmu-
noterapia consistente en células T autélogas
modificadas genéticamente ex vivo mediante
el empleo de un vector lentiviral para expresar
un receptor de antigeno quimérico (CAR)
anti-CD19. Tras la unién de los linfocitos T re-
programados que expresan CAR a las células
que expresan CD19 —células del linaje B desde
etapas tempranas de su desarrollo a células
plasmaticas, tanto malignas como normales-,
la proteina quimérica transmite las senales in-
tracelulares necesarias para activar la citotoxi-
cidad frente a esas células CD19+, asi como
una sefial que favorece la expansion de las cé-
lulas Ty la persistencia de tisagenlecleucel (

)

Posteriormente se ha aprobado su indicaciéon
en linfoma folicular (LF) en recaida o refracta-
rio después de dos o0 mas lineas de tratamiento
sistémico en pacientes adultos.

Se han publicado resultados a largo plazo de
un estudio de fase 2, abierto y de un tunico
brazo (Schuster et al, 2021), del tratamiento
con tisagenlecleucel en 115 pacientes con
LBDCG. Tras una mediana de seguimiento de
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40,3 meses, la tasa de respuesta global fue del
53,0 % (61 pacientes), con un 39 % de pacien-
tes (n= 45) que obtuvieron una respuesta
completa. En el caso de la indicacién en LF, la
eficacia y la seguridad del farmaco fueron eva-
luadas (Salles et al, 2022) en un ensayo de
fase 2 de un solo brazo en comparacion con los
del tratamiento estandar procedentes de una
cohorte en condiciones del mundo real. Con
una mediana de seguimiento de 15 meses, se
administro el tratamiento a 97 pacientes y se
obtuvo una tasa de respuesta completa (TRC)
del 69 % vs. 37 % en la cohorte de compara-
cion. La supervivencia global (SG) fue del 88 %
alos 24 meses vs. 65 % en la cohorte de trata-
miento en condiciones del mundo real, y la su-
pervivencia libre de progresion (SLP) fue tam-
bién superior a los 24 meses con el
tratamiento con tisagenlecleucel (54 % vs. 42
%).

Por su parte, (Yes-
carta®) fue la segunda terapia génica CAR-T
disponible comercialmente en Espaiia, intro-
ducida también en 2019. Como tisagenlecleu-
cel, se trata de un tratamiento de inmunotera-
pia consistente en células T autdlogas
modificadas genéticamente ex vivo -a través
de un vector lentiviral- para expresar un re-
ceptor de antigeno quimérico (CAR) anti-
CD19. Tras la unién de los linfocitos T repro-
gramados a las células que expresan CD19 (cé-
lulas del linaje B desde etapas tempranas de su
desarrollo a células plasmaticas, tanto malig-
nas como normales), la proteina quimérica
transmite las sefiales intracelulares necesarias
para la activacion, proliferacion, secrecion de
citocinas y quimiocinas proinflamatorias de
las células T y la adquisicién de funciones efec-
toras como la citotoxicidad (Ferndndez Mo-
riano, 2019b). El medicamento, designado
como huérfano, fue oficialmente autorizado en
la UE en 2018 para el tratamiento, en perfu-
sion intravenosa unica, de pacientes adultos
con LBDCG refractario o en recaida y linfoma
B primario mediastinico de células grandes,
tras dos o mas lineas de tratamiento sistémico.

Se dispone de una comparacion indirecta en-
tre tisagenlecleucel y axicabtagén ciloleucel (y
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lisocabtagén maraleucel, aprobado en la UE
pero aun no comercializado en Espafia) me-
diante una revision sistematica y metaanalisis
(Meng et al, 2021), en la que se analizaron 33
estudios que involucraron a 2172 pacientes.
Los resultados de este estudio indican que las
tasas globales de respuesta (TGR) para tisa-
genlecleucel y axicabtagén ciloleucel son simi-
lares (69 % vs. 77 %, respectivamente) y tam-
bién las TRC (57 % vs. 52 %).

El uso de estas dos terapias CAR-T se asocia a
un marcado perfil de toxicidad. Entre los efec-
tos adversos, destaca el riego de sindrome de
liberacion de citocinas, una reaccion caracteri-
zada por fiebre, taquipnea, cefalea, taquicar-
dia, hipotensioén, rash e hipoxia causada por
una liberacion masiva de citocinas (Delgado et
al, 2020). La toxicidad neuroldgica también es
considerable con ambos tratamientos (encefa-
lopatia, cefalea, mareos), asi como el aumento
del riesgo de infecciones.

El dltimo medicamento de terapia génica en
incorporarse al arsenal terapéutico en Espafia
ha sido (Tecartus®),
disponible desde febrero de 2024. Se trata asi-
mismo de una inmunoterapia de células T au-
tologas genéticamente modificadas dirigida
contra CD19. La eficacia del farmaco se evalu6
en un estudio de fase 2 multicéntrico, abierto
y de un solo grupo, en pacientes refractarios o
enrecaiday previamente tratados con quimio-
terapia, un anticuerpo anti-CD20 y un inhibi-
dor de la tirosina cinasa de Bruton. Tras una
mediana de seguimiento de 36,6 meses, la su-
pervivencia global estimada a los 54 meses fue
del 38,7 % (AEMPS, 2024).
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Transcurridos tan solo 12 afios desde la auto-
rizaciéon en Europa del primer medicamento
de terapia génica, Glybera® (alipogén tipar-
vovec), son ya 18 los que han llegado a encon-
), observandose una
tendencia creciente en los dltimos tres anos.

trarse aprobados (
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De ellos, aproximadamente el 40 % cuenta con

Medicamentos de terapia génica que han recibido una autorizacién de comercializacidn en la UE.

una indicacién frente a algin tipo de cancer,
principalmente neoplasias hematoldgicas. De
los 14 medicamentos que actualmente dispo-
nen de una autorizacién de comercializacion
en el marco de la UE, inicamente 5 (36 %) es-
tan comercializados en Espaia.

Principio activo Medicamento® | Indicacién Fecha de Disponible
autorizacién (UE) | en Espaiia
Alipogén tiparvovec Glybera Deficiencia de lipoproteina lipasa | 25/10/2012 No*
hereditaria
Talimogén laherparepvec Imlygic Melanoma irresecable metastasico | 16/12/2015 No
Células CD34* transducidas con | Strimvelis Inmunodeficiencia combinada | 26/05/2016 No
un vector retroviral que codifica grave debida a la deficiencia de
la secuencia de ADNc de adeno- ADA
sina desaminasa (ADA) humana
Axicabtagén ciloleucel Yescarta e Linfoma B difuso de células gran- | 23/08/2018 Si
des.
¢ Linfoma B de alto grado.
¢ Linfoma B primario mediastinico
de células grandes.
o Linfoma folicular.
Tisagenlecleucel Kymriah e Leucemia linfoblastica aguda. 23/08/2018 Si
¢ Linfoma B difuso de células gran-
des.
o Linfoma folicular.
Voretigén neparvovec Luxturna Distrofia retiniana asociada a la | 22/11/2018 St
mutaciéon RPE65.
Betibeglogén autotemcel Zynteglo B-talasemia. 29/05/2019 No*
Onasemnogén abeparvovec Zolgensma Atrofia muscular espinal en 5q. 18/05/2020 Si
Brexucabtagén autoleucel Tecartus e Linfoma de células del manto. 14/12/2020 Si
e Leucemia linfobl4stica aguda.
Atidarsagén autotemcel Libmeldy Leucodistrofia metacromatica. 17/12/2020 No
Elivaldogén autotemcel Skysona Adrenoleucodistrofia cerebral. 16/07/2021 No*
Idecabtagén vicleucel Abecma Mieloma multiple. 18/08/2021 No
Lisocabtagén maraleucel Breyanzi e Linfoma B difuso de células gran- | 04/04/2022 No
des.
e Linfoma B de alto grado.
¢ Linfoma B primario mediastinico
de células grandes.
o Linfoma folicular de grado 3B.
Ciltacabtagén autoleucel Carvykti Mieloma multiple. 25/05/2022 No
Eladocagén exuparvovec Upstaza Deficiencia de L-aminoacido aro- | 18/07/2022 No
matico descarboxilasa.
Valoctocogén roxaparvovec Roctavian Hemofilia A. 24/08/2022 No™
Etranacogén dezaparvovec Hemgenix Hemofilia B. 20/02/2023 No
Exagamglogén autotemcel Casgevy B-talasemia y anemia falciforme 09/02/2024 No

* Autorizacion de comercializacion revocada.
** Solicitud de autorizacion de comercializacion retirada por el laboratorio titular.
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La investigacion relativa a las potenciales apli-
caciones terapéuticas de la edicion genética se
encuentra actualmente centrada de manera
casi hegemoénica en las posibilidades que
ofrece la tecnologia CRISPR-Cas9. El inico tra-
tamiento farmacolégico comercializado hasta
la fecha que ha empleado esta técnica es el ya
comentado , con in-
dicacién en anemia de células falciformes y [3-
talasemia —-enfermedades en las cuales se en-
cuentra mutado el gen de la -globina-, las dos
enfermedades monogénicas de mayor inci-
dencia (Frangoul et al, 2021).

Ademas, la edicion genética con CRISPR-Cas9
ha tenido recientemente aplicaciones terapéu-
ticas que podrian cambiar el paradigma de los
trasplantes de 6rgano soélido. Concretamente,
se ha llevado a cabo el primer xenotrasplante
aun humano vivo a partir de un rifién de cerdo
sobre el cual se realizaron 10 ediciones gené-
ticas con el objetivo de prevenir el rechazo y
otras 59 parareducir el riesgo de infeccion por
virus que pudieran estar presentes en el or-
gano (Mallapaty et al, 2024). Asf, la edicién ge-
nética del 6rgano incluyé la eliminacién de
tres genes asociados a la produccién de tres
carbohidratos presentes en la superficie de las
células del 6rgano animal y que podrian con-
tribuir a la inmunogenicidad del injerto, mien-
tras que otros siete genes humanos fueron
agregados con el objetivo de prevenir el re-
chazo. Dos semanas después del trasplante, el
paciente continuaba vivo y fue dado de alta.

En cualquier caso, la investigacion en el am-
bito de la edicion genética se encuentra toda-
via en sus albores, debido a que su aplicacién
en seres humanos se esta llevando a cabo -
como corresponde a la investigacion basada
en estandares éticos y de calidad- con amplias
reservas, dadas las graves consecuencias que
pequerfios fallos en el proceso de edicién po-
drian implicar, como un riesgo incrementado
de desarrollo de neoplasias y posible toxicidad
celular. Actualmente se estan desarrollando
ensayos clinicos con la aplicacién de esta téc-
nica en el tratamiento de enfermedades como
el VIH, en la cual la modificacién sobre el re-
ceptor de quimiocinas CCR5 podria constituir
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una estrategia eficaz para evitar la entrada del
virus a las células. También se han realizado ya
estudios preclinicos con una terapia destinada
a modificar una tinica base del gen PCSKY, pro-
duciendo un silenciamiento epigenético con el
objetivo de frenar la produccion de la proteina
del mismo nombre, asociada a la hipercoleste-
rolemia y al riesgo cardiovascular por su papel
en el metabolismo del colesterol; los resulta-
dos de un estudio en primates indican una re-
duccidén de alrededor del 70 % de los niveles
de colesterol LDL, sostenidos hasta 476 dias
tras una Unica administracién (Lee et al,
2023).

Del mismo modo, se encuentra en estados in-
cipientes la investigacién relativa a las

. Aunque el concepto de este tipo
de vacunas surgio ya en la década de los 90 del
pasado siglo, ha sido el éxito de las vacunas de
ARNm frente ala COVID-19 lo que ha generado
un mayor impulso paralainvestigacion en este
ambito y, de hecho, la primera vacuna a base
de ADN en ser autorizada -en la India- fue una
vacuna frente a la COVID-19 denominada Zy-
CoV-D, con una eficacia reportada del 67 %
frente a la infeccidon de cualquier gravedad y
del 100 % frente a la infeccion grave (Khobra-
gade et al, 2022). Como ocurre con cualquier
otra vacuna, el mecanismo de las vacunas de
ADN se basa en la estimulaciéon de una res-
puesta inmunitaria adaptativa, en este caso li-
berando ADN plasmidico dentro de las células
que permite la produccion del antigeno de in-
terés (Kozak et al, 2024). El mayor riesgo de
seguridad asociado a este tipo de vacunas es
que, para ser eficaces, deben llegar hasta el nu-
cleo celular, pudiendo insertarse en el genoma
y activar oncogenes o inactivar genes represo-
res de tumores, aunque la evidencia actual in-
dica que este riesgo es muy bajo (Pagliari et al,
2023). La principal ventaja de este tipo de va-
cunas frente a las de ARNm es la estabilidad a
temperatura ambiente, por lo que pueden ser
mas facilmente almacenadas y transportadas,
al no requerir condiciones especiales de refri-
geracion. Por ello, cabe esperar un crecimiento
en los préximos afios de los estudios que eva-
lden la eficacia y la seguridad de las vacunas de
ADN en multiples indicaciones.
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Por lo general, la dispensacién y administra-
cion de medicamentos de terapia génica se en-
cuentra restringida al ambito hospitalario,
motivo por el cual la participacién de los far-
macéuticos hospitalarios en los equipos multi-
disciplinares dedicados a la evaluacién de es-
tos medicamentos con caracter previo a su
utilizaciéon dota a estos profesionales de una
funcién decisiva.

En cualquier caso, la calificacion de estos me-
dicamentos como de uso hospitalariono obsta
para que el farmacéutico comunitario todavia
cuente con un papel asistencial relevante, ha-
bida cuenta de que muchos pacientes tratados
con este tipo de medicamentos de terapia
avanzada seran dados de alta y desarrollaran
su vida diaria en el &ambito ambulatorio, y muy
probablemente acudiran con frecuencia a la
farmacia comunitaria para retirar la medica-
cion para otras comorbilidades u otros proble-
mas de salud. Por este motivo, la

sigue siendo un factor importante
para garantizar la calidad de la atencion ofre-
cida a los pacientes en tratamiento con una te-
rapia génica, siendo necesario mantener ac-
tualizados los conocimientos sobre el perfil
beneficio-riesgo de estos medicamentos rela-
tivamente “nuevos”.

En este sentido, se debe tener en cuenta que
algunos medicamentos de terapia génica, es-
pecialmente las terapias CAR-T (como tisagen-
lecleucel, axicabtagén ciloleucel 0
brexucabtagén autoleucel, que son tres de las
cinco terapias génicas disponibles en Espana),
se asocian con un marcado ,
destacando el riesgo del sindrome de libera-
cion de citocinas, que se produce como
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consecuencia de una activacion del sistema in-
munitario, con una intensa liberacion de inter-
leucinas como IL-1, IL-2 o IL-6 e interferén
gamma, y que se caracteriza por la apariciéon
de fiebre, taquicardia, hipotension, disnea, con
fallo renal y hepatico en algunos casos, que
puede llegar a conducir a la muerte del pa-
ciente. Por este motivo, los pacientes tratados
con estas terapias deben permanecer en el
hospital un minimo de 10 dias tras la adminis-
tracion del farmaco, permaneciendo en obser-
vacion por el equipo clinico -en el que se inclu-
yen hematdlogos, intensivistas, neurélogos y
también farmacéuticos hospitalarios, entre
otros profesionales-, para reconocer y mane-
jar estas toxicidades de manera temprana.

Estos pacientes se pueden beneficiar igual-
mente de la colaboracion entre distintos nive-
les asistenciales, entre los que se incluye la far-
macia comunitaria. Como parte del programa
de gestion de riesgos, el paciente recibe una
tarjeta que le identifica como receptor de un
farmaco CAR-T ( )- De esta forma, cual-
quier otro profesional sanitario podra realizar
una mejor identificacién de un efecto adverso
que aparezca repentinamente y ademas facili-
tara el contacto inmediato con sus profesiona-
les de referencia. Asi, se ha propuesto, por
ejemplo, incluir alertas en los sistemas de
prescripcion y dispensacion asociadas a estos
pacientes a lo largo de todo el sistema de salud
(atencién primaria y especializada, farmacia
comunitaria), de forma que se haga una doble
verificaciéon previa a la utilizaciéon de determi-
nados farmacos, como los corticoides, que es-
tan contraindicados en estos pacientes (

)-
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Informacién que debe incluirse en las tarjetas de informacion para el paciente.

Datos del paciente:

e Identificacién del paciente.

e Trazabilidad: lote del farmaco infundido y fecha de administracion.
Datos del equipo asistencial:

e Hospital y equipo responsable.

e Numeros de teléfono para el contacto directo con el equipo.
Informacién para el paciente:

o Necesidad de mantenerse en un lugar cercano al hospital donde se administré el far-
maco CAR-T al menos durante 4 semanas después.

e Indicacién de no conducir o manejar maquinaria pesada hasta 8 semanas después de la
administracion del farmaco.

Cémo reconocer los efectos adversos:

e Sindrome de liberacidn de citoquinas: sintomas de alerta (fiebre, dificultad para respi-
rar, nduseas y vomitos, diarrea, etc.) e indicacion de acudir al hospital urgentemente si
se presentan.

e Toxicidad neuroldgica: sintomas de alerta (confusion, temblor, dificultades para hablar,
etc.) e indicacion de acudir urgentemente al hospital si se presentan.

Informacién para profesionales sanitarios:

e Contraindicacién del uso de corticoides y vacunas con virus vivos.

e Datos de contacto de los profesionales responsables del tratamiento a nivel hospitalario
para continuidad asistencial.

Farmacovigilancia:

o Notificaciéon de RAMS a través del Sistema Espafiol de Farmacovigilancia (para profe-

sionales sanitarios y pacientes).

[%j En el hospital |:n En la comunidad

(Farmacia hospitalaria ) rAtencién primaria \

Farmacia comunitaria

*Gestidn clinica - . .
* Continuidad asistencial

* Calidad, protocolizacién . -
| * Interacciones farmacoldgicas

* Adquisicién, elaboracién ’ *Soporte nutricional

*Almacenamiento y conservacion * Monitorizacion efectos adversos

*Trazabilidad y administracion + Informacién: vacunas

*Soporte clinico, monitorizacion .. .
* Farmacovigilancia

*Resultados en salud .. .
*Educacion al paciente

* Investigacién y docencia

. J

,\'Investigaciény docencia )
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Ademas de las funciones asistenciales, cabe re-
saltar de manera especial el papel de los far-
macéuticos en la en este tipo de
terapias avanzadas. Como profesionales sani-
tarios expertos en el medicamento, los farma-
céuticos pueden participar a cualquier nivel en
la investigacion clinica de nuevas opciones far-
macoterapéuticas, con una particular perspec-
tiva integradora.

A nivel de investigacion basica, los farmacéuti-
cos que se desempeiian en el ambito de la do-
cencia y la investigacion en la Academia estan
capacitados y familiarizados con la identifica-
cion y aislamiento de principios activos de dis-
tintas fuentes, la sintesis quimica, la quimica
analitica, la biotecnologia y los estudios farma-
coldgicos a diferentes escalas. Desde el ambito
de la farmacia industrial y galénica, especiali-
zacién propia de la profesioén, los farmacéuti-
cos contribuyen al desarrollo de novedosas
formas de administracion, mejorando e
ideando formas farmacéuticas y optimizando
procesos de obtencidn.

En el &rea de la investigacion en estudios clini-
cos, los farmacéuticos especialistas participan
con frecuencia en el desarrollo experimental
desde la farmacia hospitalaria, ya que el inves-
tigador principal delega habitualmente las ta-
reas relacionadas con la gestion de los medica-
mentos en investigacion, siendo los
farmacéuticos los encargados de la recepcion,
custodia y preparacion de los mismos. Entre
sus tareas se encuentran las de registrar todos
los movimientos del producto en investiga-
cion, su entrada, dispensacion, devolucién o
gestion de los residuos, incluyendo su posible
destruccidn; también es habitual que el farma-
céutico lleve una contabilidad de la medica-
cion.

Por otra parte, dentro de la industria farma-
céutica, ejercen farmacéuticos en aquellos
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departamentos implicados en investigacion
clinica, a los que acceden por lo general tras
formaciones especificas de posgrado. El de-
partamento comunmente llamado de opera-
ciones clinicas es el encargado de iniciar y
desarrollar un ensayo, y en él se pueden en-
contrar farmacéuticos en puestos de coordina-
cion y como monitores, fundamentalmente.
También trabajan farmacéuticos dentro del
departamento de gestion de datos, principal-
mente en tareas de coordinaciéon, encargados
de asegurar que los datos procedentes del en-
sayo son completos y exactos; participan tam-
bién en el disefio del cuaderno de recogida de
datos y de la base de datos, transmiten las con-
sultas para su resolucién y se encargan de uni-
ficar la terminologia médico-cientifica para
que todas las entradas a la base de datos sean
iguales para el mismo concepto (por ejemplo,
cefalea para dolor de cabeza, jaqueca, cefalal-
gia, etc.). Otro campo de actuacién del farma-
céutico dentro de la industria tiene lugar en los
departamentos médicos, colaborando en el di-
sefio de protocolos, la elaboraciéon de infor-
mes, enmiendas y cualquier otro documento
relacionado con un ensayo clinico de caracter
técnico.

En definitiva, el perfil profesional del farma-
céutico se ha ido especializando en distintos
campos, si bien el conocimiento de los medica-
mentos es la esencia de la profesion en todos
ellos. Por ello, la participacién de los farma-
céuticos en los procesos relacionados con el
desarrollo, distribucién, dispensaciéon de los
medicamentos, asi como en el seguimiento de
los resultados de la farmacoterapia, contri-
buye a garantizar la calidad asistencial para
los pacientes, un elemento que cobra especial
relevancia en el caso de los medicamentos de
terapia génica debido a los multiples aspectos
de innovacion que incorporan.
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