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De todos los recientes avances farmacoldgicos y teraped-
ticos, ha sido la aparicién de las terapias celular y génica la
que ha despertado un mayor interés tanto en la comunidad
cientifica como en el ptiblico y los medios de comunicacién,
y, aunque su desarrollo ha demostrado que el llegar a resui-
tados reproducibles y de utilidad hospitalaria va a requerir
un esfuerzo y un plazo temporal mayores que los original-
mente estimados, existen pocas dudas acerca del potencial
de estas nuevas disciplinas para tratar de encontrar solucio-
nes a enfermedades inabordables por los métodos existentes
en el presente.

Se entiende por terapia génica la introduccién de un gen
exdgeno en una célula recipiente (transduccién) con fines te-
rapéuticos. A través de esta técnica se estin desarrollando
métodos para abordar un amplio rango de enfermedades, tan-
to hereditarias como adquiridas, incluyendo algunas de las
de mayor incidencia en los paises desarrollados, tales como
las enfermedades cardiovasculares o el cancer (1,2). La te-
rapia celular permite, a través del transplante al paciente de
células de él mismo o de un donante, frecuentemente ex-
pandidas in vitro, abrir nuevas vias en el tratamiento de do-
lencias como la diabetes, quemaduras extensas, degenera-
ciones del sistema nervioso, etc... La posibilidad de llevar a
cabo estas nuevas formas de terapia nace de los avances lle-
vados a cabo en la ultima década en el campo de la Biologia
Molecular y Celular, que han conducido a un mejor enten-
dimiento de las bases moleculares y celulares de las enfer-
medades, asi como -al perfeccionamiento de métodos que
permiten introducir informacién genética en células y ani-
males y regular su expresion.

La piel es un tejido de una gran importancia, objeto de un
intenso estudio en los dltimos afios, debido a que es la barre-
ra que nos protege de los agresores externos a la vez que el
blanco de numerosas enfermedades, algunas de alta inciden-
cia como la psoriasis o los tumores cutineos. Este tejido cons-
ta de dos compartimentos celulares diferentes: la epidermis,
que es el més externo, y la dermis. La epidermis es un epite-
lio estratificado formado por un tipo fundamental de células,
los queratinocitos. Los tipos celulares mas importantes de la
dermis son los fibroblastos y las células endoteliales de los
capilares sanguineos. Estos tres tipos de células son potencia-
les blancos de terapia génica. Los queratinocitos han sido ob-

jeto de un intenso estudio durante los dltimos afios, ya que se
les considera la parte mds importante del sistema (3). Forman
diferentes capas celulares o estratos. La capa basal estd com-
puesta por queratinocitos con capacidad proliferativa , los cua-
les sufren un proceso de diferenciacién terminal que les lleva
a perder su capacidad de proliferacién, a migrar hacia la su-
perficie a la vez que cambian paulatinamente su programa de
expresion génica vy, finalmente, a morir y formar envueltas cér-
neas. Aunque, en funcién de cada situacién concreta, puede
resultar interesante alterar genéticamente cualquier estrato epi-
dérmico, en la mayor parte de los casos las células blanco se-
ran las basales ya que en este estrato se encuentran las célu-
las progenitoras o stem del tejido, es decir, aquellas que a
través de divisiones asimétricas mantienen su propio nimero
a la vez que dan lugar a otras células que diferencian hacia
los tipos més especializados propios del tejido.

Aunque se trata de un campo en sus primeras ctapas de
desarrollo, es unanimemente reconocido que los queratino-
citos de piel poseen un gran potencial para su uso en proto-
colos de terapia génica y celular, tanto de enfermedades sis-
témicas como de enfermedades propias de la piel, bien sean
éstas consecuencia directa de defectos genéticos de las cé-
lulas epidérmicas o efectos secundarios de otras enfermeda-
des o debidas a traumatismos. Las razones que avalan este
potencial de la epidermis como sistema de terapia génica
son:

1) Es el mas accesible de todos los tejidos somiticos, 1o
que facilita tanto su manipulacién como la observa-
cién del resultado de ésta.

2) Se tiene un buen conocimiento de la biologia mole-
cular y celular de estas células.

3) Es posible cultivarla y expandirla in vitro.

4) Aunque todavia son insatisfactorios, los métodos para
introducir informacion genética en piel existen y son
perfeccionables.

5) Los queratinocitos genéticamente alterados son capa-
ces de secretar el producto del gen exdgeno en el to-
rrente sanguineo.
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6) Existe suficiente experiencia hospitalaria en el trans-
plante de piel humana y en el de laminas de querati-
nocitos cultivados, siendo esta operacién relativa-
mente poco gravosa para el paciente, sobre todo si se
compara con los transplantes de médula 6sea o higa-
do, otros dos tejidos de intensa investigacion de cara
a su uso en este campo y que implican operaciones
que pueden comprometer la vida del paciente.

INJERTOS DE PIEL CULTIVADA EN EL
TRATAMIENTO DE HERIDAS EXTENSAS
Y CRONICAS (LA PIEL COMO SISTEMA
DE TERAPIA CELULAR)

Recientemente, el desarrollo y perfeccionamiento del cul-
tivo in vitro de queratinocitos de piel humana ha permitido
obtener, a partir de una pequeiia biopsia, varios metros cua-
drados de ldminas de este epitelio para su uso en transplan-
tes (4) (Figura 1). En cultivo, los queratinocitos primarios
dan lugar a colonias formadas por la progenie de un unico
queratinocito con capacidad mitética, es decir, una célula ori-
ginalmente basal. Estas colonias, al crecer, se fusionan y es-
tratifican, dando lugar a una lamina de queratinocitos que se
puede separar del frasco de cultivo mediante tratamiento con
dispasa. Los holoclones, o colonias formadas a partir de una
célula stem, tienen un gran potencial de crecimiento; un ho-
loclén puede duplicarse unas 150 veces, dando lugar a 1x10*°
células, es decir, suficiente epidermis para cubrir varias ve-
ces la superficie corporal de un adulto (1.5-2 m” o aproxi-
madamente 8x10' queratinocitos) (5,6).

Las laminas de queratinocitos fueron usadas clinicamente
por primera vez en 1981 (7) con dos pacientes quemados,
comprobandose que daban lugar a una epidermis estable y,
desde entonces, han sido ampliamente usadas en numerosos
centros alrededor del mundo (8,9,10 y referencias alli cita-
das), fundamentalmente con quemados extensos, para los
que précticamente constituyen la unica terapia salvadora (se
han llegado a salvar nifios con el 90% de la superficie cor-
poral quemada). A pesar de la fragilidad de la epidermis du-
rante los primeros meses y de los cuidados post-operatorios
requeridos, la mejora y estandarizacidn, tanto de los cultivos
como de los métodos quirirgicos, han llevado a resultados
mas que aceptables tanto en términos de toma (60% en pro-
medio) como cosméticos, similares o, a veces, superiores a
los obtenidos con los injertos de piel mallada del propio pa-
ciente. Esto ha promovido la ampliacién del uso de estos au-
toinjertos de queratinocitos cultivados al tratamiento de pro-
blemas que no ponen en peligro la vida del paciente, tales
como el nevus congénico gigante.

Estos transplantes han permitido, ademas, extraer dos ti-
pos de ensefianzas importantes: a) El hecho de que estos
transplantes hayan regenerado de un modo estable y tempo-
ralmente ilimitado la epidermis de los pacientes, demuestra
que los métodos de cultivo existentes permiten preservar las
células progenitoras (stem) del tejido. Este hecho crucial es
el que permite plantearse el uso de la epidermis como un ve-
hiculo de terapia génica permanente, a partir de autoinjertos

de queratinocitos del propio paciente debidamente modifi-
cados genéticamente. b) Tanto para mejorar la estabilidad y
manejo mecdnico del propio injerto como, sobre todo, para
incrementar el porcentaje de toma asi como la velocidad de
la normalizacion y el resultado cosmético del trasplante, es
muy importante incluir en éste un componente dérmico.
Varios tipos de componentes dérmicos han sido ensayados y
se siguen ensayando en la actualidad, siendo los méas comu-
nes los que contienen fibroblastos dentro de geles de cola-
geno, aunque también se han usado matrices a base de fi-
brina o conteniendo células endoteliales o melanocitos
ademds de fibroblastos (8,9,10). Estos equivalentes de piel
total han sido todavia poco ensayados en pacientes, con re-
sultados prometedores aunque poco reproducibles, por lo
que, siendo evidentemente el método de eleccién en el fu-
turo, necesitan ser perfeccionados.

Los transplantes de piel total entre dos individuos (aloin-
jertos) dan lugar a una respuesta clasica de rechazo que en
algunos casos ha sido controlada por tratamientos inmuno-
supresores. En los cultivos de queratinocitos in vitro no se
observa la presencia de células de Langerhans (células lin-
focitarias de la piel), lo que di6 pié a creer que estos culti-
vos no serfan rechazados. Aunque este aspecto-fué objeto de
discusion durante varios afios, datos recientes demuestran
que, en humanos, los aloinjertos de laminas cultivadas son
progresivamente sustituidos por queratinocitos del paciente,
aunque sin mostrar una respuesta clasica de rechazo (8). Este
hecho, unido a la observacién de que los queratinocitos del
aloinjerto estimulan el crecimiento de los del propio pa-
ciente, probablemente a través de la secrecién de factores,
ha permitido aplicar con notable éxito estos cultivos a la cu-
racién de tdlceras crénicas (o térpidas) (8,13,14,25), que afec-
tan al 0.5-2% de la poblacién en paises desarrollados y cons-
tituyen un serio problema social, econdémico y hospitalario.
Los aloinjertos hacen posible que, a partir de biopsias de
unos pocos donantes, preferentemente nifios, puedan prepa-
rarse ldminas cultivadas para muchos pacientes. Esta venta-
ja técnica se ve atin incrementada por el hecho de que las
laminas cultivadas pueden conservarse congeladas bajo cier-
tas condiciones sin aparentemente perder su viabilidad y efi-
cacia, aunque este aspecto ha sido cuestionado (13,15). Por
otra parte, aloinjertos de queratinocitos genéticamente mo-
dificados permitirian abordar terapias génicas temporales en
las que la accién del gen terapéutico sélo es necesaria du-
rante un cierto tiempo, evitando los riesgos de portar inde-
finidamente un gen exégeno cuya funcién ya no es necesa-
ria pero que podria activarse accidentalmente.

LA PIEL COMO SISTEMA DE TERAPIA GENICA

Como se ha comentado, en los ultimos afios, estos trans-
plantes de queratinocitos han sido aplicados con notable éxi-
to a quemados extensos demostrando que los métodos de
cultivo existentes permiten preservar las células progenito-
ras (stem) del tejido, lo que permite plantearse el uso de la
epidermis como un vehiculo de terapia génica permanente,
a partir de autoinjertos de queratinocitos del propio pacien-
te debidamente modificados genéticamente. Por otra parte,
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Figura 1. La piel como sistema de terapia celular

aloinjertos de queratinocitos genéticamente modificados
permitirian abordar terapias génicas temporales.

Ademds de las anteriormente mencionadas, otra de las
ventajas de los queratinocitos para estos propositos es que,
debido a que en la ultima década han sido objeto de una in-
tensa investigacion bdsica, los laboratorios especialistas po-
seen métodos que, debidamente puestos a punto, permitiran
en principio regular la actividad de los genes introducidos,
tanto espacialmente (a diferentes estratos de la epidermis o
a diferentes regiones corporales) como temporalmente o en
su intensidad.

A pesar de estas evidentes ventajas, en el afio 1996 no
existia ningdn ensayo en humanos aprobado por los
Institutos Nacionales de la Salud (NIH) de los EE.UU. uti-
lizando queratinocitos alterados genéticamente. La razon
fundamental reside precisamente en que no estdn sufi-
cientemente bien puestos a punto métodos eficaces, flexi-
bles y reproducibles de introducir genes en estas células y
de controlar su expresion una vez dentro de ellas (expre-
sion transitoria o permanente, alta o baja, constitutiva o
inducible).

Aunque la opcién mads atractiva, por multiples razones
practicas, seria desarrollar terapias in vivo, es decir, la in-
troduccidn directa del gen terapéutico en la piel del propio
paciente, los experimentos desarrollados en esta direccion no
han producido resultados demasiado alentadores (revisado
en 16) y, a pesar de la continua mejora de los vectores y sis-

temas de transduccion disponibles, los métodos mds prome-
tedores en el momento presente implican la alteracion de
queratinocitos ex vivo ( es decir, en cultivos primarios) con
vectores virales, seguida de un aloinjerto o autoinjerto en
funcién del problema considerado (Figura 2).

Los vectores virales mas extensamente ensayados en que-
ratinocitos in vitro son los retrovirales. Aunque estas células
son transducidas con alta eficiencia y la expresion del trans-
gén se mantiene por largos periodos de tiempo en estas con-
diciones (5 y referencias alli citadas), el transgén se inacti-
va pocos dias después de que los queratinocitos se injerten
en ratones inmunodeficientes, que son el sistema modelo
mas comunmente usado (5, 17). Esta inactivacion puede ser
achacable a diferentes causas:

1) Mecanismos poco identificados inactivan especifica-
mente los promotores retrovirales en ciertos tipos ce-
lulares en injertos heterélogos (5). Si ésta fuera la ra-
z0n, este problema no deberia presentarse en auto o
aloinjertos. Nuestro laboratorio estd estudiando este
problema utilizando cerdos singénicos como sistema
modelo, aunque datos publicados por otros laborato-
rios no parecen avalar esta hipotesis (18).

2) Inactivacion intrinseca del promotor del LTR retrovi-
ral, probablemente por metilacion (17 y referencias
alli citadas). Esto podria subsanarse introduciendo en
el virus promotores eucarioticos de genes funciona-
les en piel, tales como los de las queratinas, en cuyo
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problemas hospitalario.
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Figura 2. La piel como sistema de terapia génica

uso nuestro laboratorio tiene una gran experiencia
tanto in vitro como in vivo (19).

3) Poca capacidad de los retrovirus, que infectan exclu-
sivamente células proliferantes, para transducir las cé-
lulas progenitoras de la piel, que, en general, estan
quiescentes. Este hecho afecta a todos los tejidos que
se renuevan y ha sido muy bien estudiado y parcial-
mente resuelto en el sistema hematopoyético, quizas
por ser éste el tejido pionero en experimentacion de
terapia génica (20). Este es un problema esencial a la
hora de plantearse protocolos de larga duracion ya
que las células progenitoras son las responsables de
mantener la normal renovacién del tejido a lo largo
del tiempo. Sin embargo, para protocolos de corta du-
racion, este problema podria no ser importante. Para
resolverlo, probablemente habrd que seguir los pasos
del sistema hematopoyético, a base de cultivar los
queratinocitos en presencia de combinaciones de in-
terleuquinas y factores de crecimiento que hagan en-
trar en ciclo a las células progenitoras, lo que permi-
tirfa su transducion por el retrovirus, sin que pierdan
su caracter stem (20).

Una complicacion adicional que presentan los vectores
retrovirales es que, debido a que se integran al azar en el
genoma receptor, pueden potencialmente alterar de mane-
ra indeseada la expresion de genes importantes, tales como
oncogenes o genes supresores de tumores. Aunque este fe-
némeno practicamente no ha sido observado, su existen-
cia es una de las razones que pone limites al uso de re-
trovirus en terapia génica humana (véase la ref. 21). Los
vectores basados en adenovirus, de mas reciente desarro-

llo, aunque, por permanecer episomales en el nucleo de las
células infectadas, no presentan este problema, no han sido
aun suficientemente ensayados en queratinocitos de piel.
Sin embargo, los resultados conocidos muestran que son
capaces de infectar estas células con alta eficiencia (23; D.
Roop, comunicacion personal; resultados no publicados de
nuestro laboratorio). Dado que por su naturaleza sélo van
a producir una expresion transitoria de los genes introdu-
cidos, podrian ser adecuados para terapias de esta indole.
En el haber de estos vectores hay que anotar algunas pro-
piedades que los hacen francamente superiores a los re-
trovirales en aquellos casos en que su aplicacion sea ade-
cuada: 1) su capacidad de empaquetar mayores segmentos
de DNA exdgeno; 2) los mayores titulos que con ellos se
obtienen, lo que explica la eficacia con que infectan los
cultivos de queratinocitos e, incluso, abre la posibilidad de
usarlos en terapias in vivo; 3) su capacidad de infectar cé-
lulas tanto quiescentes como proliferativas. Sin embargo,
usando estos vectores, estd por resolver satisfactoriamen-
te el problema de la respuesta inmunoldgica disparada por
las proteinas que se expresan del adenovirus, que puede
acabar destruyendo las células del injerto. Es posible que
los vectores adenovirales de ultima generacion, en los que
ya no esta presente ninguna proteina viral por ser provei-
das en trans por las células empaquetadoras, sean la solu-
cion a este problema.

Otros vectores virales que se estdn desarrollando son los
basados en el virus asociado al adenovirus (AAV). Cuando
estén debidamente puestos a punto, estos vectores podran ser
considerados como ideales, ya que a los altos titulos de los
adenovirus unen la propiedad de los retrovirus de integrarse
en el genoma receptor, pero esta integracién se realiza en
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una regién definida del cromosoma 19 que no parece conte-
ner ningtin gen esencial, evitdndose asi fos peligros de mu-
tagénesis insercional propios de los retrovirus. El tinico in-
conveniente de este vector serfa su baja capacidad de
empaquetar DNA exdgeno (5 kilobases). Por el contrario,
vectores plasmidicos basados en su eficiente y preciso sis-
temna de integracién cromosémica, que se estdn desarroilan-
do en el momento presente (22; datos no publicados de nues-
tro laboratorio), podrian ser los futuros vectores de eleccidn
en muchas situaciones ya que los pldsmidos permiten usar
muy largos segmentos de DNA foraneo, incluyendo regio-
nes reguladoras de expresién génica muy bien caracteriza-
das y que serfan de gran utilidad a la hora de dirigir Ia ex-
presion de los genes exdgenos pero que, debido a su tamafio,
no pueden introducirse en vectores retrovirales. Por desgra-
cia, hasta el presente no existen datos publicados acerca de
la capacidad del AAV para infectar células epidérmicas, aun-
que el rango de tipos celulares que es capaz de infectar es
muy amplio (16, 23).

Los papilomavirus humanos son también potenciaies can-
didatos futuros a vectores de terapia génica epidérmica, dado
que infectan especificamente epitelios estratificados y que,
como los adenovirus, permanecen episomales. La observa-
cién de que estos virus son capaces de replicarse en quera-
finocitos humanos en cultivo permite suponer que, aunque
adn tienen que ser desarrollados, los vectores en ellos basa-
dos pueden llegar a ser muy titiles en la terapia génica cu-
tanea (16, 23).

Finaimente, como se ha comentado,recientemente se €s-
tan desarrollando métodos de cultivo in vitro que pueden ser
considerados como auténticos equivalentes cutdneos ya que,
ademds de los queratinocitos, también incluyen otros com-
ponentes dérmicos tales como fibroblastos, células endote-
liales o, incluso, melanocitos. En el futuro, esto abrird la po-
sibilidad de modificar genéticamente uno o varios de estos
componentes a la hora de disefiar un protocolo de terapia gé-
nica cutanea, en funcién de las caracteristicas del problema
a resolver. De hecho, fibroblastos dérmicos murinos trans-
ducidos con un retrovius que expresaba el factor IX de co-
agulacién y embebidos en un gel de colageno, tras ser im-
plantados en ratones inmunosuprimidos fueron capaces de
producir el factor a niveles detectables en sangre, aunque por
pocos dias (24).

TERAPIA GENICA DE ULCERAS CRONICAS

La répida curacién de heridas agudas y crénicas es un ob-
vio objetivo para cirujanos, dermatdlogos y, en general, para
el sistema sanitario. El tratamiento de dlceras cutaneas en
pacientes viejos, diabéticos, parapléjicos o debilitados por
otras razones supone un serio problema clinico y econdmi-
co. En personas mayores estas Glceras cicatrizan siempre con
mucha mayor lentitud que en jovenes, pero ulceras de tipo
venoso o dectbito pueden tardar afios en curar. Dado el am-
plio sector de la poblacién afectado (0.5-2% en Europa) y el
envejecimiento progresivo de la poblacién en los paises de-
sarrollados, se entiende la magnitud del problema y el inte-

1€s en encontrarle soluciones. Por eilo, aunque no se trata de
una enfermedad que ponga en peligro la vida del paciente,
nuestro laboratorio estd explorando la posibilidad de apli-
carle los métodos de Ia terapia génica.

Como se ha comentado anteriormente, este tipo de tlce-
ras ha sido tratado con resuitados muy prometedores a tra-
vés de aloinjertos de cuitivos queratinocitos provenientes de
donantes jévenes, los cuales consiguen inducir el creci-
miento de los queratinocitos del propio paciente, que son
los que eventualmente cierran la iicera. Se supone que esta
induccién es debida a que los queratinocitos del donante se-
cretan factores que actiian sobre los del paciente. La rege-
neracion de una herida cutdnea es un proceso complejo que
requiere la accién coordinada de diferentes tipos de células,
las cuales, entre otras funciones, producen y secretan més
de 20 factores diferentes de crecimiento identificados hasta
el momento (26). Una buena parte de ellos son mitégenos
de los queratinocitos producidos por los fibrobiastos dér-
micos o por la variedad de células hematopoyéticas que se
concentran en la herida. Este es el caso del KGF, del EGF
y del TGF-a (también sintetizado por los queratinocitos).
Experimentos con ratones transgénicos en los que se ha blo-
queado la funcién del receptor del KGF asi como con rato-
nes tratados con glucocorticoides y con ratones diabéticos
que tienen una cicatrizacién defectuosa y expresan bajos ni-
veles de KGF, sugieren que este factor podria jugar un pa-
pel relevante en la reepitelizacidn de heridas (27,28). Por
otra parte, experimentos con ratones transgénicos deficien-
tes en TGF-a 0 en el receptor del EGF (que lo es también
del TGF-a) sugieren que estos factores, mitégenos clasicos
de queratinocitos en cultivo, no parecen ser tan importantes
in vivo como se esperaba (29, 30 y datos no publicados de
nuestro laboratorio).

Obviamente, es imposible pensar en actuar a través de ex-
perimentos de terapia génica sobre toda la multitud de facto-
res potencialmente importantes para la cicatrizacién cutanea.
Dada la accién estimulante de los aloinjertos de queratinoci-
tos sobre los del paciente, podria pensarse que los factores
determinantes para le epitelizacién de tlceras crénicas son
producidos por los propios queratinocitos. De estos factores
llama especialmente la atencidén el de crecimiento del endo-
telio vascular o VEGF, que promueve la angiogénesis, etapa
temprana y fundamental del proceso de cicatrizacién (26). Por
una parte, los ratones diabéticos deficientes en cicatrizacién
lo son también en la produccién de este factor (27). Por otra
parte, mas del 80% de los pacientes con tlceras cronicas, ti-
picamente de pierna, padecen insuficiencia venosa.
Finalmente, una estrategia global para aportar a una herida
los nutrientes y la multitud de factores que necesita para su
cicatrizacion serfa incrementar su vascularizacién local. Esta
estrategia tendria el valor afiadido en el caso de las tlceras
venosas de que, debido a la estabilidad de los vasos genera-
dos, se mejorarfa durante un tiempo la condicién de la regién
bajo la influencia del transplante, previniendo procesos de
reulceracién. Todo ésto hace del VEGF un candidato idéneo
para la terapia génica de la regeneracién cutdnea y, en parti-
cular, de las ulceras crénicas venosas, campo en el que nues-
tro laboratorio trabaja activamente.
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Con el fin de verificar experimentalmente esta hipdtesis,
nuestro laboratorio ha generado ratones transgénicos en los cua-
les el gen del VEGF se encuentra bajo el control de un seg-
mento del promotor del gen de la queratina K6, desarrollado
por nosotros (31), que le confiere la propiedad de que solamente
se expresa en queratinocitos suprabasales de piel sometida a es-
timulos hiperproliferativos, tales como procesos de reepiteliza-
cidn, tumores y tratamientos con ésteres de forbol o 4cido reti-
noico. El factor producido por estos queratinocitos es exportado
y genera un claro incremento en la angiogénesis dérmica. Por
otra parte, injertos de piel de estos ratones en la espalda de ra-
tones inmunosuprimidos, una situacién més parecida a lo que
seria una terapia génica, también inducen una mayor vascula-
rizacién local (datos no publicados de nuestro laboratorio). A
la vista de estos prometedores resultados, estamos procediendo
a introducir el gen del VEGF en cultivos de queratinocitos hu-
manos y porcinos para evaluar su capacidad de acelerar la ci-
catrizacién de heridas en ratones diabéticos y en cerdos como
paso previo a considerar su ensayo en pacientes humanos.
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