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Evaluacién in vivo de la transferencia génica

El desarrollo de protocolos clinicos de terapia génica -especialmente aquellos destinados al trata-
miento del cancer- es continuo y avanza a paso firme. Sin embargo, aunque méas de 300 ensayos
clinicos de terapia génica han sido puestos en marcha en el mundo, la informacién disponible sobre
biodistribucion, duracién o eficiencia de la expresion de los diversos sistemas de transferencia génica
es escasa o0 nula.

La capacidad de evaluar la transferencia de genes a los tejidos se limita actualmente al estudio de
muestras obtenidas por biopsia 0 necropsia para estimar o cuantificar los niveles de proteinas, ADN o
ARN, por lo que en la practica resulta imposible saber en que 6rganos o tejidos se distribuye el vector
una vez administrado?.

Los principales inconvenientes planteados en las primeras etapas de la terapia génica experimen-
tal consistian basicamente en la obtencién de sistemas de transferencia génica capaces de transducir
células o tejidos y de alcanzar aceptables niveles de expresion del transgén. Estos problemas se han
ido superando con el avance en el desarrollo de los vectores. Sin embargo, con el inicio de los
protocolos clinicos resurgen algunos problemas fundamentales como, por ejemplo, la imposibilidad
de determinar in vivo si la transferencia génica ha sido efectiva; qué drganos o tejidos han sido
transducidos; en donde se expresa el transgén; cuanto dura y de qué magnitud es dicha expresion.

Estas incertidumbres pueden ser cruciales al momento de conocer o predecir el comportamiento del
vector administrado. El desarrollo de un método no invasor aplicable a humanos que permitiera deter-
minar in vivo de manera simple y repetida la localizacion y magnitud de la expresion génica significaria
un avance de gran trascendencia. Su aplicacion a la terapia supondria un inestimable aporte al
perfeccionamiento de vectores, al uso de promotores especificos o la idoneidad de las vias de adminis-
tracion.

El concepto de la utilizacion de un gen reportero (3-galactosidasa, luciferasa, proteina fluorescente
verde) para la evaluacion de la expresion de genes en diversos sistemas esta ampliamente difundido
desde hace tiempo, aunque la aplicacion de esta técnica esta limitada principalmente a los estudios in
vitro y en modelos experimentales.

En la busqueda de aproximaciones que permitan visualizar la expresion génica in vivo se han
desarrollado en los ultimos afios sistemas que cuantifican la expresion de genes en mamiferos me-
diante tomografia de emision de positrones (PET).

La PET es una técnica no invasora de diagnostico por imagen capaz de ofrecer informacion
bioquimica y metabdlica de los diferentes érganos. Basicamente, tras la administracion de una peque-
fla cantidad de un compuesto con un marcador radiactivo, es posible la obtencion de imagenes que
permiten analizar la distribucién del radiotrazador en el organismo. Los isétopos emisores de positrones
de aplicacion clinica son radioisétopos de elementos presentes en practicamente la totalidad de las
moléculas bioldgicas, entre ellos el 'C, N, 0 y ¥F que van unidos a una molécula de interés que
sirve como trazador. Estos radiotrazadores de PET son ligandos de receptores o sustratos de enzimas
y la retencion en el tejido vivo ocurre como consecuencia de la union al receptor o de la transformacion
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en un sustrato “atrapado”. En los radiofarmacos PET, la desintegracion del isétopo conlleva a la emi-
sion de energia detectada por complejos sistemas que permiten la reconstruccion volumétrica de la
informacion, la generacion de imagenes tomograficas de alta resolucion y la obtencién de datos de
cuantificacion absoluta.

Una de las mltiples estrategias disefiadas para la terapia génica del cancer consiste en la aplica-
cion de sistemas que permitan la activacion local de profarmacos con potencial tumoricida. Entre ellas
se encuentra la transferencia a las células tumorales del gen de la timidina kinasa del virus del herpes
simple tipo 1 (HSV-tk). Esta enzima viral, al contrario que la humana, posee una alta afinidad por
distintos analogos de nucledsidos, como el aciclovir, ganciclovir o el penciclovir. La produccion por las
células del tumor de la enzima viral permite en ellas la fosforilacion selectiva del analogo, que interfiere
entonces con la sintesis del ADN y produce la muerte celular. Esta aproximacion terapéutica se ha
mostrado efectiva en el tratamiento de modelos experimentales de muy diversos tumores y ha dado
lugar a la puesta en marcha de ensayos clinicos que buscan esta actividad para el tratamiento de
diferentes neoplasias?.

La visualizacion de la transferencia génica del gen de la timidina kinasa del virus del herpes simple
de tipo 1 (HSV-tk) con PET se fundamenta en la utilizacién como sonda de imagen de la misma timidina
kinasa que produce el efecto terapéutico®*. De esta manera la administracion sistémica de un analogo
fluorado del ganciclovir (como el penciclovir fluorado) que es fosforilado de manera selectiva por la
timidina kinasa conlleva a un atrapamiento celular del mismo de forma proporcional al gen, permitien-
do la visualizacion externa y cuantificacion del compuesto. De esta manera, en los sitios del organismo
donde existe emision de fotones es donde se encuentra también el gen de la timidina kinasa*. Con la
administracion de pequefias cantidades del radiofarmaco seria posible conocer la biodistribucion del
vector administrado, y de esta manera las sefiales in vivo captadas por la PET pueden relacionarse de
manera cuantitativa con el nivel de expresion génica.

Existe ya evidencia clinica de la idoneidad de esta técnica en un ensayo clinico de terapia génica
para pacientes con gliomas®. En el futuro resulta razonable postular la incorporacion en los vectores de
terapia génica de un gen reportero detectable mediante una técnica de imagen no invasora como la
PET que nos permita analizar el comportamiento del vector utilizado y poder interpretar de una manera
mas aproximada los resultados de los tratamientos en cuanto a eficacia y toxicidad.
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