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RESUMEN
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Fecha de Graduacion: Agosto del 2003, Area de Estudio: Terapia Génica.
Candidata para el grado de Maestria en Ciencias con Especialidad en Biclogia Molecular Inumluia
Genética. Numero de paginas: 89,

Thulo del Estudio: “EFECTOS TOXICOLOGICQS DE VECTORES ADENOVIRALES EN FETOS DE RATA",
Objetivo: El presente krabajo es un proyecto de investigacidn pre-clinica sobre los efectos txicos de la terapia génica
intrauterina, en el cual sa investigaron los posibles efectos toxicoldgicos de vectores adenovirales en productos y
madres de la especie Ratus norvegicus transducidos por la via sistémica matema (inyeccion endovenosa) y por la via
intra-amniética, durante estadios tardios ded proceso de embriogénesis.

Material y Métodos: Después de la determmacion ciloldgica de la copulacién, grupos experimentales de ratas madre
fueron transducidas con el vector adenoviral AdV-CMV-Bgal (vector basado en el serolipo 5 humano), el cual codifica
para la enzima bacferiana B-galactosidasa. Las ratas y productos del grupo control recibieron solucion salina. Las
transducciones con vector (0 e! tratamiento con solucién salina en los controles) se realizaron a los 12 y 15 dias post-
coito (d.p.c.). Las transducciones se hicieron por dos vias: 1) en la ruta sistémica, las ratas recibieron una dosis
endovenosa (L.v., inyeccidn en vena de la cola) de 1x10 particulas de vector (p.v.) y el grupo control recibib solucién
salina. Para la transduccidn por 1a via infra-amnidtica (i.a.), las madres fueron somelidas a laparofomia y la mitad de
ks productos fueron transducidos con una dosis de 1x10'0 p.v,, mientras que los productos restantes (controles)
fueron transducidos con un volumen similar de solucidn salina. Las madres fueron sacrificadas al 19 d.p.c. para
determinar la transduccidn de 6rganos matemos y fetales mediante la tincion” para X-gal y delerminar lesiones
maliormativas, tdxicas o infiamatorias.

Resuttados: En todos los fetos analizados el intestino fue el drgano més transducido (++++), siendo también positivos
el corddon umbilical y el amnios, Los fetos transducidos via i.a. también mostraron transduccién en refroperitoneo
(++4), pulmén (+++),. glandulas suprarrenales (++) y piel (+). Los embriones a estadios medios de gestacion
manifestaron una sensibilidad exirema a la administracion i.a. del veclor y a ias cargas virales altas, registrandose
muerie in-Otero hasta en un 70% a 12 d.p.c. En ambas rutas de administracion se observd en las madres positividad
para B-galactosidasa en higado, riiién, bazo, cuemos uterinos, efc., destacandose la observacion de transduccion en
encéfalo por las dos vias ensayadas y de ovarios en {a ruta i.a. Adicionalmente, en las madres pudo establecerse el
desamolio de una respuesta inmune moderada (+), con presencia de macrofagos y linfocitos, sin el desamolio de
alleraciones morfolégicas, ni procesos patoldgicos en los 6rganos estudiados. La manipulacion a 12 d.p.c. se asocid a
alio Indice de mortalidad matema (25%).

Contribuciones y Conclusiones: Se establecid que a las dosis y estadios probados no existe una relacidn directa
entre malformacion y transduccion adenoviral en productos expuestos alin en embriogénesis activa. Se evidencit la
transduccion adenoviral en varios 6rganos fetales (cordén umbikical, amnios e intestino por via i.v. y cordon umbiical,
amnios, intestino, retroperitoneo, pulmén, piel y gléndulas supramenales por via i.a.) y transduccion por ambas vias en
varios 6rganos matemos (cuemos uterinos, rifton, higado, pulméon y bazo), resaitandose |a transduccidn del encéfalo
(ambas vias) y de ovarios (via intra-amnidtica).
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1. INTRODUCCION

L.l. Adenovirus.

LLl. Aspectos generales.

Los adenovirus se aislaron por primera vez en cultivos de células
adenoides humanas por Rowe y cols. en 1953. A la fecha se han descubierto
aproximadamente 100 serotipos y al menos 42 infectan al ser humano (familia
Adenoviridae, adeno=glandula, Enders y cols., 1956). Dada su capacidad
oncogénica, los mastadenovirus (adenovirus de mamiferos) y los aviadenovirus
(adenovirus de aves) producen tumores malignos cuando son inoculados en
cobayos recién nacidos (Tretin y cols., 1962). Gracias al enorme conocimiento
alcanzado sobre el ciclo viral, los adenovirus han sido utilizados como potentes
herramientas de estudio en la replicacién de ADN, en la transcripcion, el
procesamiento del ARN y la sintesis de proteinas en células de mamiferos. Por
estas mismas razones, también estan siendo utilizados como vectores de -
expresion en tejidos de mamiferos (Berget y cols., 1977; Chow y cols., 1980).

El genoma adenoviral es facil de manipular por técnicas de ADN
recombinante. Este se replica de manera eficiente en células permisivas, no
desarrolla rearreglos de consideracién y los genes foraneos insertados son
mantenidos sin cambio a través de sucesivas rondas de replicacién viral
(Chaliberg y cols., 1979).

I.L.Il. Patogenia adenoviral.

Los adenovirus infectan las células epiteliales que revisten los 6rganos
respiratorios e intestinales (viremia con diseminacién visceral). El virus muestra
una tendencia a permanecer latente en el tejido linfatico, reactivandose por la
inmunosupresién o la infeccién por otros agentes. (Hogan y cols., 1942; Jawetz y
cols., 1959; Wigand y cols., 1983).
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Entre las enfermedades mas comunes producidas’por los adenovirus se
encuentran las infecciones respiratorias (entre el 5-10 % de las enfermedades .
respiratorias pediatricas se atribuyen a los adenovirus; diseminadas por contacto
respiratorio o fecal-oral), la conjuntivitis, la cistitis hemorragica y la gastroenteritis
caracterizadas por una latencia prolongada (Wigand y cols., 1983).

LLIIl. Estructura y replicacion.

Los adenovirus son virus de tamafo intermedio, coﬁ un genoma de ADN
bicatenario (36 kpb) (Green y cols., 1967). Los viriones estan constituidos por
una capsula icosaédrica de 70-90 nm y estan compuestos exclusivamente por
proteina y ADN. Sus proyecciones o fibras se originan a partir de los 12 vértices
de la capside proteica y que concluyen en botones. Estas dos Ultimas
estructuras son indispensables para la interacciéon con los receptores celulares.:
La capside se compone de 240 capéémeros formados por las proteinas
hexdnicas y pentonicas (Home y cols., 1959) (Figura 1).

Figura 1. Microscopla electrénica de un adenovirus.
Obsérvese la capside ico-saédrica y algunas fibras,
culminando en botones. Algunas fibras se han
desprendido en la preparacion.

El complejo central del virién contiene el ADN viral y al menos dos
proteinas principales. Se conocen a la fecha 11 polipéptidos del virién del
adenovirus con una funcién estructural bien identificada. (Graham y cols., 1991).

10
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La replicacion de los adenovirus en cultivo se ha estudiado ampliamente (Beltz y
cols., 1979). Esta tiene una duracién de 32-36 horas y produce 10,000 viriones o .
unidades formadoras de placa (PFU, siglas en inglés). Este ciclo viral consta de
adhesion, penetraciéon y liberacién de la cubierta, asi como de procesos
genéticos tempranos y tardios. (Fenner y cols., 1974), seglin su ocurrencia antes
o después de la replicacién misma.

LLIV. Vectores adenovirales de replicaciéon deficiente,

Los vectores adenovirales deficientes de replicacién han sido utilizados
por muchos aios en experimentos que requieren un alto nivel de expresién de
productos genicos y han sido vehiculos efectivos para la administracién de
vacunas en sistemas experimentales. Sin embargo, no cabe duda que la
aplicacion mas importante de estos vectores se ha producido en el campo de la
terapia génica, siendo mas utilizados en ensayos clinicos en este tipo de
tratamiento experimental. Aunque la utilidad de los vectores adenovirales
- defectuosos de replicacién ha excedido cualquier expectativa, sus limitaciones
estan también empezando a apreciarse.

Los adenovirus recombinantes con delecién de la regién E1 (AdET)
- propagados en la linea celular derivada de rin6n fetal humano 293 (HEK 293),
pueden ser usados para transfectar a una poblacion de células blanco,
permitiendo una expresion muy eficienie del gen foraneo o transgen bajo el
control de un promotor constitutivo.

En el caso de la terapia génica, los transgenes son preferiblemente
insertados en el lugar donde se localizaba |a regiéon génica E1, aunque se
pueden usar otros sitios del genoma adenoviral, tales como la region E3, cuyo
producto esta involucrado en la regulacion negativa para la presentacion celular -
del complejo mayor de histocompatibilidad clase | y en la evasién de la vigilancia
inmune in-vivo (Laichman y cols., 1994).

11
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La capacidad total de empacamiento de los vectores adenovirales es de
105% del tamaino del genoma (Graham FL y col.1995). Por esta razon, los
vectores AdE1" tan sélo pueden albergar transgenes de 1.5 kpb y los que tienen
una-delecién adicional de E3 pueden permitir acomodar insertos de hasta 7.5
kpb. Los vectores recombinantes adenovirales son capaces de promover la
expresion transgénica en células quiescentes, e incluso, en células
terminalmente diferenciadas.

Los vectores adenovirales recombinantes pueden llegar a expresar un
transgen en la totalidad de las células in vitro (Simon y col, 1993). Los vectores
AdE1" intrinsecamente proveen sélo expresién transitoria. En ensayos in-vivo se
ha detectado expresién in vivo de vectores AdE$" por mas de 6 meses en
neuronas (Neve y cols., 1993) y en células musculares (Vincent y cols., 1993).
Sin embargo, en otros sistemas la expresién transgénica ha sido menos
prolongada como en células endoteliales respiratorias, arterias y venas,
linfocitos, macréfagos, hepatocitos, neuronas, células gliales y astrocitos (Simon
y col, 1993’y Wilkinson y cols., 1994). Es importante mencionar que la expresion
génica de los vectores adenovirales basados en los serotipos 2 y 5 humanos
(miembros del grupo C) no estd restringida a nuestra especie y que puede
analizarse en otras especies de mamiferos como roedores, cerdo, perro, etc., sin
embargo, aun no es posible replicar el genoma viral en céluias no permisivas,
incluyendo a las de otras especies diferentes de la humana (Rojas-Martinez y
cols., 1998).

LL.V. Transferencia génica prenatal.

A mediados de 1998 se dié inicio a la revision de protocolos de
transferencia génica prenatal (Liebert, 2000), tratando de establecer las
regulaciones principales que deben regir la terapia génica in ttero.

Como consecuencia, estas regulaciones implican que la transferencia
genica debe poseer un caracter potencialmente benéfico para la prevencién o
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" tratamiento de enfermedades asociadas a riesgos de morbilidad/mortalidad altos
y/o de caréacter letal para el feto o futuro producto (fibrosis quistica, hemofilia A,
distrofia muscular, etc.). Adicionalmente, esta terapia sélo contemplara la
transduccién de células somaticas y nunca se realizara en productos.que se
espere que se desarrollen normalmente.

Muchas enfermedades congénitas severas son candidatas para terapia
génica prenatal, debido a la- carencia de un tratamiento postnatal
efectivo.Aunque lo anterior tiene un enorme potencial, se reconoce de manera
simultanea que existe una carencia de conocimientos preclinicos y de mas
estudios en modelos animales para la transferencia génica in utero,
principalmente para vectores adenovirales. Las técnicas utilizadas deben
asegurar un alto grado de transduccion y de expresién en tipos celulares y
tejidos fetales especificos, con la identificacién de marcadores que permitan el
rastreo de una posible respuesta inmunolégica, lo cual abriria una ventana de
oportunidades para una transferencia exitosa; es decir, una transferencia antes
que el feto pueda reconacer inmunolégicamente lo propio de lo extraiio.

A todo lo anterior, se atina el monitoreo del progreso de [a gestacién o el
desajuste posterior en el desarrollo postnatal; ademéas de procesos de
mutagénesis insercional y sobre todo de posibles efectos patol6gicos y
toxicolégicos generados por la administracion del vector. Sobre estos Gltimos
procesos toxicoléglcos existe una gran preocupacion, pues el riesgo de exponer
al producto gestacional a una administracién del vector en el liquido amnidtico o
en la cavidad peritoneal es muy grande y las consecuencias son aun
desconocidas, principalmente en el campo de la teratogénesis.

13
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Il. ANTECEDENTES

. Los importantes desarrolics logrados en el campeo de |a terapia génica
desde la introduccion de los vectores recombinarites adenovirales, han pem..tido
sostener la idea que la terapta génica in vivo es un proceso factible Sin
embargo, la utilidad de estos vectores adenovirales en adultos es aun limitada,
debido a las respuestas inmunes, tanto celular como- humoral, gue se
desencadenan confra el vector, el producto del transgen, y por supuesto contra
las células transducidas; las cuales ya fueron responsables de un descesc en un
ensayo clinico (Thompson, 2000). |.a terapia intrauterina ofrece la posibilidad de
una transduccién vectorial con una respuesta inmune atenuada si se realiza
antes de la maduracién del sistema inmunolégico (Zepeda y cols., 1996).

Desde los ainos setentas se han realizado diversos estudios sobre las
consecuencias de la exposicién de embriones o fetos a diferentes tipos de
agentes virales. Se ha descartado que los embriones puedan ser dafiados por
agentes toxicol6gicos en etapas previas a la implantacion, incluyendo las etapas
de blastocisto y anclaje, debido a la pluripotencialidad de las células
embrionarias (Baker y cols., 1980). Aunque los tipos de adenovirus utilizados
para la construccién de vectores adenovirales estan asociados con infecciones
asintomaticas o benignas (infecciones del tracto respiratorio, queratoconjuntivitis
y gastroenteritis), estos agentes también pueden ser causantes de
bronconeumonia en infantes, y en raras ocasiones, de infeccién sistémica en
individuos inmunocomprometidos. Este tipo de vectores también puede tener
riesgos adicionales los embriones o fetos que ain han sido estudiados. Por
estas razones existe cierta preocupacién sobre la toxicidad potencial asociada al -
uso de vectores adenovirales recombinantes en embriones o fetos,
especialmente cuando se intenten tratamientos multiples para mantener un
efecto terapéutico. Para aclarar mas este punto, se hara una breve exposicion
de las observaciones realizadas sobre la infeccion viral intrauterina.

14
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lLL. Infecciones virales.

A mediados del siglo pasado empezaron a conocerse los efectos
toxicolégicos de una gran variedad de virus en las etapas prenatales de nuestra
especie, estableciéndose de manera precisa las consecuencias--de tal
exposicién. Entre éstos se pueden citar [os incluidos en la Tabla 1.

Tabla 1. Agentes virales implicados en patologia embrionaria y fetal humana.

Agente lnfecioso Efectos Toxicologicos

Virus de la rubéola Cardiopatias, microcefalia, cataratas, sordera y deficiencia mental
Citomegalovirus Microcefalia y deficiencia mental

Varicela Hipoplasia de miembros, microftalmia y deficiencia mental
Herpesvirus Cancer

Virus Epstein-Bamr Linfoma de Burkitt

‘ Las investigaciones realizadas a finales del mismo siglo en ovejas
expuestas a bunyavirus en etapas gestacionales tempranas, probaron tener un
efecto similar a las infecciones en nuestra especie y evidenciaron que producian
malformaciones similares a las obsevadas en infantes humanos (Edwards y cols.
1997). Los principales hallazgos se indican en la Tabla 2.

Tabla 2.'Efectos. teratogénicos producidos por bunyavirus en ovejas.

Serogrupo ; Efectos toxicologicos
La Crosse, San Angelo y Main Drain Artrogriposis, hidrocefalia, muerte fetal,
. > desviaclones esqueléticas axiales, anasarca y
( oligohidramnios (Edwards y col. 1997).
Akabane y Valle Cache . | Malformaciones musculo-esqueléticas y cerebra-
- les (Parsonson y cols, 1977).

Las ovejas infectadas en los dias 30 a 36 del embarazo produjeron
corderos deformes, los cuales poselan anticuerpos neutralizantes contra el virus
Akabane y presentaban malformaciones como artrogriposis, hidrocefalia, xifosis,
escoliosis, microcefalia, decremento marcado en el nimero de neuronas del
cuerno ventral y deplecién de mielina, atrofia severa de musculo esquelético y
reduccién del numero de timocitos en la corteza. Los efectos del virus estaban
relacionados con la edad gestacional én la cual el feto fue expuesto al virus
(Parsonson y cols, 1977).
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También existen otros virus, como los parvovirug de cadena sencilla, que
pueden infectar humanos Yy oiras especies animales. Las infecciones pueden ser
citoliticas en grupos celulares selectos y pueden producir defectos especificos
del desarrollo o desencadenar efrctos- mas generalizados como anemia,
pancitopenia, hemorragia, e inclusg. pueden producir Iz muerte fetal (Jordan y
cols. 1994).

Al finalizar el siglo XX se comierZan a des&ibir los efectos ‘Oxicos
gestacionales de los adenovirus en nusstra ecpecie. En 1995 se documenté por
primera vez un caso de neumonia adenoviral fatal en un producto humano de 25
semanas de gestacion por microscopia electrdnica e hibridacién in-situ (Montone
y cols., 1995). En 1998 se hizo lo propio con un caso de hydrops fetalis y
taquiarritmia en un feto de 27 semanas, en el que se detecté adenovirus por -
PCR (Ranucci-Weiss y cols., 1998).

ILl. Transduccliones virales para terapia génica intrauterina.

Con la finalidad de establecer tratamientos prenatales para enfermedades
hereditarias y letales de alta incidencia, se han realizado estudios preclinicos de
terapia génica en diferentes estadios gestacionales, empleando diversos
modelos animales. En algunos de estos ensayos se utilizan vectores
adenovirales, para registrar patrones especificos de transduccién tisular y
determinar su eficacia y duracion. Diversos estudios demuestran una reaccién
marcada de anticuerpos neutralizantes contra el vector y el -producto proteico
codificado por el transgen (Tabla 3).
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Tabla 3. Estudios preclinicos de terapia génica gestacional.

Vincent
Yy cols.

Vectorviral _

{transgen)
Adenovirus
(B-galactosidasa)

Viade __-- _ —Efectode latransduccion

administracién
intratraqueal
(ovejas)

infiltrados celulares en pulmoén
(neutréfilos, macréfagos y linfocitos)
respuesta inflamatoria considerable a
(14 d.p.t.)

Adenovirus
(B-galactosidasa)

Liquido amniético

Intensa expresion en epidermis fetal
y membranas amniéticas, poca
expresion gastrointestinal y epitelio
de vias aéreas. Hiperplasia reactiva y
metaplasia escamosa en epitelio
traqueal. Infiltrados celulares inflama-
torios en el tejido pulmonar con CD4,
CDS8, IgM y células efectoras a
granulocitos/macréfagos, y presencia
de anticuerpos antivirales (7 d.p.t.).

Pitt
y cols.

Retrovirus
(B-galactosidasa)

Vias aéreas

Expresién en epitelio y espacio
submucoso de vias proximales y
epltelio respiratorio de vias distales.

Tsukul
y cols.

Adencvirus
(B-galactosidasa)

Estado pronuclear
(huevos libres de

Sin cambios morfolégicos o sfectos
citotoxicos aparentes a estadios de

zona pellicida)
Intra-amnidtica

mérula y blastocistos.

Membrana amniética. Menores
niveles en aparatos digestivo y
respiratorio; engrosamiento intersti-
clal difuso, neutréfilos intraluminales
¥ en las vias aédreas distales,
agregados de macréfagos intersti-
ciales Y linfocitos en tejido pulmonar.

Adenovirus
(B-galactosidasa)

Holzinger
y cols.

También se ha explorado la posibilidad de la transferencia génica con
vectores adenovirales en placenta humana, transduciendo células de
citotrofoblasto. El vector tfansdujo eficientemente las ¢élulas mononucleares del
citotrofoblasto, pero las células mostraron una marcada reduccién en la
eficiencia de transduccién después de la diferenciacion terminal a trofoblastos
sincitiales muitinucleados (MacCalman y cols., 1996). Este resultado puede
implicar limitaciones en la utilidad de la terapia génica realizada en este tejido y
en los niveles de transduccién fetal. Asf mismo, se ha establecido que la
transduccién de células trofoblasticas por vectores basados en virus herpes
simplex y virus adenoasociados se ve afectada por la diferenciacion celular, lo
cual puede tener las mismas repercusiones mencionadas para los vectores
adenovirales (Parry y cols., 1998).
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En 1997, Cheng y cois. definieron los niveles de transduccion con un
vector adenoviral E1° comparando lineas celulares_ generadas a partir de
diferentes espacios del intestino de rata con la transduccién intestinal /n-vivo en
ratas Sprague Dawley. Ellos encontraron que las lineas celulares poseen mas
altos indices de transduccién que los modelos in vivo. Estos estudios también
determinaron que la distribucién de la trar.sduccién era positiva en duodeno,
yeyuno, lleon y algunas partes del colon. La transduccién aumentd después de
la administracion de dosis secundarias, encontrandose picos enlosdias 3 v 4, y
que decrecid entre los dias 7 ¥ 14. Estos autores no encontraron anticuerpos en
suero después de las transducciones (Cheng y cols., 1997).

Para evaluar la factibilidad de usar la terapia génica in vivo durante.los -
estadios iniciales de la organogénesis de modelos en mamiferos, se realizaron
varios ensayos empleando diversas especies, diferentes tipos de vectores y en
diferentes etapas del desarrollo gestacional. Como se muestra en |a Tabla 4, en
la mayoria de los experimentos no se encontraron afecciones notorias en la .
morfologia externa de los fetos transducidos; sin embargo las variaciones en las
dosis de los vectores provocaron malformaciones severas en algunos estudios.
Los patrones de traduccion fetal con vectores adenovirales administrados en la
placenta o por via sistémica a la madre durante el desamollo intrauterino, se
muestran en la Tabla 5. Estos experimentos reportan patrones de transduccién
extensa y en algunos casos, muestran efectos toxicos en la madre.

Alternativamente, algunos investigadores han ensayado la administracion
directa al 6rgano blanco fetal, utilizando endoscopia, inyeccién directa en érgano
blanco, o inyeccién guiada con ultrasonido, con la finalidad de establecer
patrones transduccionales mas limitados (Tabla 6).
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Tabla 4. Efectos de la transduccién viral en modelos animales en etapas

gestacionales tempranas.
Tnvestigador _ Vector viral Transduccion Efectos de la transduccion
(transgen) {d.p.c.) via de
administracién - e
Adenovirus Intra-amnidtica 6% de las ratas en cuitivo
y cols. (B-galactosidasa) | (2.5X10° pfu/100 ul) |llegan al estado de blasto-
(1997) cisto vs 62% de controles.
Retardo en el crecimiento in
vivo (Observado previamente
por Neighbour PA, 1978).
Baldwin Adenovirus Embriones posigas- |Efectos adversos no
y cols. (B-galactosidasa) | trulacién. detectables en el desarrolio
(1997) Evaluacion: 3648 hrs |normal durante la morfogé-
post-transduccion. nesis temprana. Patrones de
transduccién dependientes
de- promotor (CMV, RSV y
LTR).
Harting Adenovirus Neurulacién activa 6X10° particulasiul: Malfor-
y cols. (B-galactosidasa) maciones severas.
(1998) 1.5X10° particulas/ul: No se
observan malformaciones.

Tabla 5. Distribucién de la expresién en ensayos preclinicos de terapia génica

intrauterina con vectores adenovirales.

—investigador

Viral Vector

— Via

Efectos ge la transduccion

(Transgen) de administracion

Turkay Adenovifus Microinyeccion Corazén ¢ higado (9.5 y 11.5
y cols. (B-galactosidasa) intraplacentaria d.p.c.). Menor transduccion en
(1999) ) sistema vascular y cerebro
posterior. Expresion del trans-
- gene hasta dos meses poste-
riores al nacimiento (baja fre-

cuencia).
Lipshutz Adenovirus Inyeccibn intrape- Alta expresion en cerebro,
y cols. (Luciferasa) ritoneal, intrahepé- intestino, higado y pulmén,
(1999) tica, e intramuscu-lar | persistencia de expresién de

(15d.p.c.).
1x1of y 1X10"
pvi

32 dias.

Intramuscular: estroma de la
médula espinal, higado, pul-
mon y ganglio de la raiz dorsal.
No hay sefiales de inflamacidn.
Elevacién considerable de tran-
saminasas hepaticas en la
madre, pero sin alteracién en el
feto.
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Tabla 6. Transduccién viral en modelos in-vivo de administracion viral en 6rgano

blanco.
Investigador Viral Vector Via de administracion Efectos de la transduccion
' Transgen - .
Yang Adenovirus Fetoscopia intratraqueal | Eficiente transduccion en
y cols. | (B-galactosidasa) alwéolos a los 14 d.p.c,, con
(1999) evidencia de respuesta in-

|/ mune. La transduccién tem-
prana produce alta expre-
.|si6n en higado, glandulas
adrenales, rinones y endo-
cardio, sin la produccién de
anticuerpos neutralizantes.

Wood Adenovirus Inyeccién érgano- Expresién del vector en
y cols. - {Luciferasa) especifica. érgano blanco y zonas
(1999) ) aledaiias. Transduccion sis-
{ témica (higado), con una
l dispersion homogénea en

los érganos analizados.

Varios investigadores han analizado los efectos téxicos y la respuesta
inmunolégica en el feto después de la transduccién con vectores adenovirales
(Tabla 7). Con respecto a la toxicidad de los vectores adenovirales, la proteina
pentoﬁa (componente de la capside), puede ser citotéxica a una concentracién .
elevada. Las altas dosis de transduccién también pueden producir replicaciones
virales limitadas. Adicionalmente, ciertos tipos celulares poseen una actividad.
endégena tipo E1, la cual pudiese potencialmente permitir que ocurriera una
replicacién limitada del virus (Engelhardt y cols., 1993). El estudio mas detallado
que ha sido publicado, basado en una transferencia génica mediada por
vectores adenovirales a mandriles, ha demostr,adb que altas dosis del agente
pueden inducir respuesta Inflamatoria en el pulm(_Jn, probablemente inducida por
las proteinas adenovirales en el inéculo (Bunnell y cols., 2000).
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Tabla 7. Efectos téxicos e inmunolégicos de la transduccién intrauterina.

Investigador .

Vectorviral __ "Via de administracion Efectos toxicos
(transgen) — - -

iwamoto Adenovirus Inyeccién intraute-rina Mas del 10% de los fetos

y cols. (f-galactosidasa) muere /n utero. La muerte no

(1999) estd asociada al proceso
quinirgico o agentes anes-
tésicos. Considerable res-
puesta inflamatoria. La expo-
sicion repatida esta asociada
a mortalidad y patologias
considerables.

Jerebtsova Adenovirus Inyecciones intramuscu-|No directa: Poca expresién
y cols. (B-galactosidasa) |lares, intrahe-patica ¥y |en drganos internos del feto,
(2000) retrorbitales (directa). sdlo piel y tubo digestivo.

Intra-amniética e intrapla- | Poca expresion en higado.

centaria (no di-recta). Directa: Expresién en el area

Dosis limite 3X10'° - |de transduccion. Relacién Ii-
neal dosis:muerte fetal.

Gaensler Adenovirus Estados gestacionales | No desarrollo de inmunidad
y cols. (B-galactosidasa) |especificos con inyeccio-|al vector y niveles de
(2000) nes posteriores en edad | expresién similares a los

- | madura. nativos en inyecciones tar-
' dias.
Larson Adenovirus Estados gestacionales | Actividad visible a los 30
y cols. (B-galactosidasa) |especificos en Macaca|d.p.t. Transduccién en pul-
(2000) mulatta - |mones e intestino, sin efec-
tos adversos en la madre.
.| Liberacién de producto trans-
génico del pulmén a la circu-
lacién, tibulos proximales y
vejiga. PCR negativo en
tejidos que no poseen con-
tacto con liquido amnidtico.
Lipshutz Adenovirus Inyeccién intrahepdtica| No produccion de respuesta
y cols. (B-galactosidasa) |(15d.p.c.) y consecuen-|inmune humoral al vector-o
(2000) . tes inyecciones post na- | producto transgénico. Desa-
cimlento rollo de anticuerpos al ade-
novirus esn grupos experi-
mentales y controles.
Masato Adenovirus Inyeccién intra-amnidtica, | Niveles de transduccién baja
y cols. (B-palactosidasa) | placentaria y espacio in- | en ratones y alta en cobayos,
(2000) traperitoneal detectandose expresion prin-
cipalmente en higado, cora-
z6n, bazo y glandula adrenal.
Niveles mas bajos en niién,
intestino y placenta.
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li.lll. La rata como modelo experimental para terapia génica
intrauterina.

A la fecha, el modelo animal preclinico preferencialmente utilizado para
las intervenciones intrauterinas es el ratén (Mus musculus) y los experimentos
realizados incluyen manipulaciones ex vivo de células pluripotenciales y
transducciones especificas a drganos blanco previamente determinados. El
modelo, sin embargo posee la limitante concerniente al tamafio del animal y de
sus embriones (dificultad en la manipulacién del producto).

La rata ofrece muchas ventajas para los estudios toxicolégicos
intrauterinos. Posee un ciclo reproductivo corto, un alto grado de fecundidad con
un alto nimero de crias, un rango bajo de malformaciones esponténeas y fetos
convenientemente grandes y faciles de manipular, encontrandose que las ratas
con un peso de 200-225 g son las mas adecuadas para este tipo de protocolos
preclinicos. Tiene un periodo embrionario proporcionalmente grande, que abarca
hasta el dia 19 dias post-coito (d.p.c., gestacion 20-21 dias). Adicionalmente,
este animal es relativamente resistente a enfermedades y tolera bien los
procedimientos quirirgicos de gran magnitud (Bragg y cols., 1922; Job y cols.,
1935). Los reportes de transducciones adenovirales en rata (Rattus norvegicus)
son escasos y no existen protocolos disefiados para este modelo animal donde
se estudien los efectos de la transduccidn, tanto en el producto como en la
madre, después de la administracién endovenosa sistémica e intra-amnidtica en
periodos gestacionales especificos. Tampoco se sabe mucho sobre los efectos
toxicolégicos asociados a esta transduccién.
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ll. JUSTIFICACION

En este trabajo se propuso estudiar los efectos téxicos de los vectores
adenovirales durante la embriogénesis, después de la transduccion sistémica
endovenosa o intraamnidtica en ratas prefadas. Se planted estudiar los efectos
toxicolégicos que estarian relacionados con las actividades bioldgicas de los
vectores adenovirales, con la expresién del gen terapéutico y/o marcador, y con
los efectos debidos a la respuesta inflamatoria dentro del ambiente intrauterino.
Asi mismo, se intenté establecer un patrén de transduccion especifico para los
estadios pre-establecidos de 12 y 15 d.p.c., para determinar posibles
asociaciones entre tejido transducido y daro toxicol6gico, tanto en el producto,
como en la madre.

Se espera que el conocimiento generado en este trabajo.contlibuya a
aportar datos sobre la seguridad de las ap|i6aciones de la terapia génica in-utero
y a la prevencién de defectos en productos y madres que recibieran tratamientos
con estos vectores durante los periodos tempranos del embarazo.
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IV. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

]

Este estudio fue desarrollado mediante la implementaciéon de varias
técnicas que permitieron establecer criterios especificos para estudiar [a
asociacién entre transduccién con vector adenoviral in vivo y efecto toxicolégico
en los productos. La Figura 2 ilustra los pasos de la estrategia de este estudio.

Establecimiento del procedimiento quirirgico de laparotomia exploratoria.
Incisién abdominal y exposicion de cuemos uterinos por periodos suficientes
para administrar el vector adenoviral a cada embrion tratado.

Determinacion de cargas virales (Estudio piloto).
Establecimiento de las cargas virales a ser ulilizadas para analizar los efectos y
la seguridad de la administracién de los vectores adenovirales en la terapia
génica intrauterina, utilizando las vias de transduccién intra-amaniética (en el
producto) y endovenosa (en ia madre).

4

Inoculacion del vector adenoviral.
Establecimiento de grupos experimentales y grupos control a los
8-10d.p.c.,, 11-13d.p.c. y 14-16 d.p.c.

Exposicién en dosis Unica (exposicién aguda) al vector viral.

Procesamiento de las muestras
Sacrificio de las ratas 24 hrs antes de la fecha probable de parto.
Evaluacion macroscépica: Peso y medida.

Analisis para la presencia de malformaciones.
Procesamiento para las correspondientes tinciones histolégicas e
inmunohistoquimicas.

4
Anadlisis estadistico comparativo
Tablas de contingencia y graficas.

Figura 2. Esirategia general. Resumen de |as etapas que constituyeron el estudio.
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Inicialmente se estandarizé el proceso quirlrgico de laparotomia
exploratoria para la transduccién intra-amnibtica. Este proceso quirirgico
invasivo, permitid determinar las conseauencias de las intervenciones intra-
amniéticas en diferentes estadios gestacionales para el producto ¥ la madre, as/
como la naturaleza y frecuencia de los efectos adversos. Este procedimiento
esta basado en la realizacion de una incision de la pared abdominal y la
exposicién de cuernos uterinos por perfodos suficientes para administrar el
vector adenoviral a cada embrién tratado.

Una vez confirmada la viabilidad del método, fueron establecidas las
dosis virales a ser utilizadas para analizar los efectos y la seguridad de la
administracion de los vectores adenovirales en la terapia génica -intrauterina,
utilizando las vias de transducci6n intra-amaniética (en el feto) y endovenosa (en
la madre). Dichas dosis estuvieron basadas tanto en los criterios de dosis letal
media para la madre, como la obtencién del mayor nimero de malformaciones y
efectos toxicolégicos con la menor cantidad de vector administrado en una dosis
Unica por las vias endovenosa e intra-arnniotica (exposicién aguda).

Se inici6 con un estudio piloto en el que se analizaron los efectos téxicos
de la transduccion en tres grupos de edad gestacional: 8-10 d.p.c., 11-13d.p.c.y
14-16 d.p.c. Estos estadios estuvieron sujetos a cambios 0 modificaciones
de;iendiendo de los resultados obtenidos y de la obtencién de productos viables
al momento del sacrificio de las madres. Los resultados de este estudio piloto
generaron las condiciones del trabajo para analizar los efectos téxicos en
estadios gestacionales precisos en cada grupo experimental y su
carrespondiente control.

Debido a las posibles malformaciones presentes en los productos
obtenidos en los grupos experimentales, las ratas fueron sacrificadas 24 hrs
antes de la fecha probable de parto, para evitar que la madre devorara los
productos malformados o muertos. Los fetos recuperados en las madres
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tratadas fueron pesados y medidos antes de la diseccion y el procesamiento
para las correspondientes tinciones histolégicas e inmunohistoquimicas. Un
analisis histologico de secciones y tejidos particulares determind la presencia
del vector adenoviral en los tejidos maternos y fetales. Los resultados obtenidos
se consignaron en tablas de contingencia, las cuales fueron empleadas para
estudios estadisticos y generacion de gréaficas.
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V. MATERIAL Y METODOS

V.l. Origen de los reactivos.

Harlan-México, S.A. de C. V.

Ratas Sprague Dawley (peso aproximado de 200-250g.)

https:/iwww1.fishersci.com

Suero fisiolégico NaCl 0.9%
Alcohol etilico C2HsOH
Eter dietilico - CaHsOCzHs
Hematoxilina de Hairis

Acido clorhidrico HCI
Hidréxido de amonio NHOH
Xileno absoluto - CeHs(CH3)
Fosfato dibasico de sodio Naz;HPO,
Fosfato monobasico de potasio NaHzPO,
Cloruro de sodio NaCl
Cloruro de potasio .- KCI
Formaldehido HCHO
Sulfato de aluminio AlLSO,
Cianuro férrico de potasio KsFe(CN)s
Cianuro ferroso de potasio KaFe(CN)s
Doxicolato de sodio C24HagNaOy
NP-40

http://www.sigmaaldrich.com/

0G-6

EA-50

Balsamo de Canada

Rojo rapido nuclear.

Peroxidasa enddgena -
Anticuerpo primario Ad5-antiratén

Anticuerpo secundario conejo-antiratén IgG.

http://www.wyeth-pharmaceutical.com
Ketamina (Ketaset)

Xilacina (Rompun)

http://www.hamiltoncomp.com
Jeringa Hamilton N-701 (Cemented Needle)

http://www.shandon.com/
Thermo Shandon Citadel 1000

Shandon Histocentre 2
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Criostato Microm (HM 505N}
Labline Hot Plate

V.Il. METODOS.

V. ILL. Citologia vaginal exfoliativa.

Las muestras vaginales fueron obtenidas de ratas jovenes adultas cepa
Sprague Dawley con un peso aproximado entre 200-250gs. Estas fueron
colocadas en posicion decubito ventral como se muestra en la Figura 3. Se
utilizé suero fisiolégico (NaCl 0.9%) como vehiculo para hacer los lavados
vaginales. .

Figura 3. Técnica de citologla vaginal exfoliativa. Esta téca{lca es la mas raplda para la
determinaclén del embarazo con un minimo’ de manipulacién y con casi un 100% de
confiabilldad en el diagnéstico.

28



Efectos toxicolégicos de vectores adenovirales en embriones de rata

El material obtenido fue colocado en un portacbjetos y secado a la lama
suave del mechero.

V. lLlL. Tincién de Papanicolaou. v
- El proceso de fijacién del lavado vaginal fue realizado con una mezcia de
alcohol:éter relacién 1:1, v/v, por espacio de 15 a 20 min. Posteriormente, las
laminillas fueron sumergidas en alcohol etilico al 96%, 80% y 70%. Se realizaron
baios sucesivos en agua corriente y se procedi¢ a tediir con hematoxilina de
Harris por § min.

Posteriormente, los portaobjetos fueron lavados y sumergidos en acido
clorhidrico al 0.5% e inmediatamente después, estos fueron sumergidos en agua .
y mantenidos en hidréxido de amonio al 0.5% por 30 s. A continuacion se realizd
una deshidratacién progresiva con ‘etanol al 70%, 80% y 96%. Finalmente, el
material se tifio con un segundo colorante (OG-6) por 4 min. Un paso intermedio
en alcohol al 96%, dié pie al colorante citoplasmatico final EA-50 por 3 min. La
deshidratacién y el montaje final de las laminillas incluyeron barios en alcohol al
96%, 100%, xileno por 5 min cubreobjetos y resina balsamo de Canada.

Las muestras fueron observadas mediante microscopia de luz
identificando las fases del ciclo estral. (Refiérase al Apéndice B). Una vez que
fue detectado el estadio de pro-estro, las ratas fueron apareadas con machos
jévenes-adultos de la misma cepa con un peso aproximado de 350g. A la
mafiana siguiente del apareamiento, se realizaron citologlas vaginales
exfoliativas para detectar espermatozoides. La presencia de éstos determiné el
dia O post-coito (d.p.c.).

V.ILII. Citologias vaginales y determinacién del ciclo estral.

El ciclo estral de la rata fue determinado con la finalidad de conocer la
morfologia y los cambios histolégicos en las células vaginales, que nos
permitieran determinar el tiempo en el cual la rata era fértil. Este periodo de
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fertilidad, que son aproximadamente 12 horas, nos permitiria aparear a las ratas
y establecer el estadio gestacional de manera confiable.

Debido a 16 anterior, cinco hembras fueron separadas del resto de las
ratas disponibles para el estudio y a éstas les fueron tomadas mediante gotero
las muestras vaginales, bajo las especificaciones mencionadas en materiales y
métodos, lograndose establecer un ciclo estral completo (Figura 4).

Estro
temprano

Figura 4. Ciclo estral de la rata. Tincién de Papanicolaou,
visualizada por microscopia de luz. a) Diestro. Abundantes linfocitos
y células de la capa basal (10X). b) Proestro. Células epiteliales con
citoplasma baséfilo (20X). ¢) y d) Aumento de células cornificadas
(40X). @) Metaestro. Desaparecen células cornificadas y aumentan
leucocitos para dar inicio a un nuevo ciclo (40X).

Una vez identificadas las células caracteristicas de cada ciclo (refiérase al

apéndice B de este trabajo), se procedié a aparear las hembras en grupos de 10
ratas hembras con dos machos fértiles. Cinco ratas en el estadio de proestro
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fueron colocadas en una caja con dos machos fértiles por espacio de toda una
noche. A la mafiana siguiente, los machos fueron sacados de las cajas y las .
hembras examinadas para la presencia de espermatozoides en la vagina. Se
realiz6 una citologia vaginal que fue tefiida con la técnica de Papanicolaou
(Figura 5).

" Figura 5. Frotis vaginales tefiidos por la técnica de Papanicolaou. Los frotis muestran la
degradacion encontrada del material espermético. a) Cabezas y colas esperméticas con
una morfologia completa en-su gran mayoria, después de la cépula (40X). b)
Remanentes de cabezas y degradacion completa de las colas espermaticas (60X).

La presencia de espermatozoides en el estudio determiné el dia 0 d.p.c.
Las ratas gestantes fueron colocadas en cajas separadas del resto de las ratas

- no gestantes y conservadas en un lugar distante hasta que les fue practicada la
transduccién adenoviral.

V. ILLVI. Trasduccién adenoviral.

La transduccion fue realizada utilizando el vector adenoviral AdV-CMV-
Bgal, un vector adenoviral tipo 5 con delecion de los genes E1 a, E1b y E3; que
contiene el gen reportero lacZ de Escherichia coli bajo el control del promotor
constitutivo temprano del citomagalovirus humano (HCMV).
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Este vector fue donado por el Dr. Estuardo Aguilar Cérdova (Laboratorio
de Vectores de Terapia Génica del Centro para Terapia Génica y Celular del
Colegio Baylor de Medicina, en Houston, Texas). El vector preparado a una
concentracién de 1X10'2 pv/ml, fue administrado a dos grupos de ratas: 20 ratas
en el grupo de transduccién intravenosa (i.v.) y 10 mas en el grupo de
transduccion intra-amniética (i.a.). Cada grupo se subdividié en dos subgrupos
de edad gestacional para explorar los efectos de la transducciones a los 12y 15
d.p.c. Los detalles de los procedimientos realizados en las dos rutas
mencionadas se explican a continuacion.

V. ILV. Transduccién intravenosa.

Para este grupo, se utilizaron cinco ratas para ser transducidas con el
vector AdV-CMV-fgal y ofras cinco sirvieron como control en cada estadio
gestacional. La transduccién se realizé con una carga viral de 1 X 10" pv y las
ratas control fueron inyectadas con suero fisioldgico (NaCl 0.9%) con una aguja
calibre 29 X 13 mm.

Posterior a la transduccién, las ratas fueron conservadas en sus jaulas
hasta el dla 19 d.p.c., fecha en la cual fueron sacrificadas por dislocacién
cervical bajo previa sedacién con éter. Una vez sujetadas de sus cuatro
extremidades a la tabla de cirugfa, se incidi6é en la linea blanca abdominal con
la finalidad de exponer los cuemos uterinos para contar y recuperar los fetos asi
como para determinar la presencia de glandulas metriales. Posteriormente los
fetos fueron liberados del cuerno uterino y de su saco amniético; medidos,
pesados y analizados macroscépicamente para determinar la presencia de
posibles malformaciones. En lo que respecta a la madre se disecaron: cerebro,
corazén, pulmén, higado, bazo, rifiones y ovarios. Cada érgano fue analizado
macroscdpicamente para explorar la presencia de procesos patoldgicos.
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V. ILVI. Transduccién intra-amniética.

Este grupo fue sometido al proceso quirlirgico laparatomia exploratoria
con exposicion de cuernos uterinos. Las ratas fueron anestesiadas con una
solucion de Ketamina (Ketaset, 100 mg/ml) y xilacina (Rompun, 20 mg/mi), 2:1,
viv, a 1 ul/g de peso.

Las ratas fueron sujetadas, se realizd asepsia, tricotomia del érea
abdominal y la posterior antisepsia del 4rea de trabajo. La incisién se realizé en
el ambito de la Iinea blanca, disecandose piel y musculo. Posteriormente, se
localizaron los cuernos uterinos, los cuales fueron expuestos y acomodados
para el conteo de embriones en cada uno. La inyeccién intra amnidtica con
rector o solucion salina. se realizé6 con la ayuda de un microscopio
esrtereoscdpico. Algunos sacos amniéticos del cuerno uterino Izquierdo fueron
transducidos - con vector adenoviral, mientras que los del cuerno derecho
fueron inoculados con suero fisiologico, sirviendo estos Gltimos como control del
estudio. Se realizé la puncién del cuerno uterino y saco amnidtico con una
jeringa Hamilton (N701), sin puncionar el feto, administrandose una carga viral
de 1x10" pv. Finalmente se reintrodujeron los 6rganos expuestos y se realizé el
cierre de cavidad utilizando seda quirdrgica 000. Se hizo el monitoreo de la
herida quirtirgica diariamente (Figuras 6y 7).

Las ratas fueron sacrificadas a los 19 d.p.c. por dislocacién cervical,
previa sedacion con éter. La recuperacién de los fetos se realizé de la misma
manera que en la transduccidn i.v.

V.ILVIL. Analisis anatomopatolégico.

El material biolégico extraido (fetos, cuernos uterinos y érganos de la
madre), fue conservado en formol al 10% en buffer de fosfatos 0.9% solucién
salina (KCl 3.75 mM, 80 mM Na;HPO4, 20 mM KH,PO,, 150 mM NaCl, pH=7 4)
por espacio de 24 horas. Posteriormente se hizo un lavado con formol al 10%,
para finalmente ser anadido alcohol al 70% por espacio de 3 dias. El
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procesamiento de los fetos se llevd a cabo disecandolos sagitalmente
procediendo de la misma forma con su placenta. Los érganos de la madre por su
parte, fueron disecados sagital y coronalmente.

El proceso de inclusion en parafina, se llevé a cabo por encapsulacién en
histosette | manteniéndose en formol bor 24 horas. Posteriormente valiéndose
del aparato ThermoShandon Citadel 1000, las muestras fueron incluidas en
parafina en un lapso de 19 horas, pasando en este tiempo por formol, alcohol al
70%, 80%, 96%, xileno y finalmente dos baios de parafina. Los blogques de
parafina sélida fueron realizados en el aparato Shandon histocentre 2. De cada
muestra incluida se realizaron 2 cortes de un grosor de 6 micrémetros con
criostato (Microm HMS05N) se extendieron en un bafio de flotacién de tejido
Lab-line a 40°C, para posteriormente ser montados en portaobjetos de 25X75
mm. Los dos cortes obedecen a la comparacién entre daino y/o malformacién
asociada a la presencia del vector adenoviral, por medio de tres tinciones:
Hematoxilina y eosina, X-gal y rojo rapido nuclear.

V.ILVILL Tincién con hematoxilina y eosina.

Una vez montados los cortes en portaobjetos fueron colocados en una
fuente de calor para liberar el tejido de la parafina (Hot Plate, Lab-Line) y
sumergidos en Xileno por espacio de 10 min. Subsecuentemente por periodos -
de 3 min, se hidrataron con etanol al 100%, 96% y 80%, para finalmente realizar
10 inmersiones en agua corriente, y ser tefiidos en hematoxilina de 4-8 min.

Un paso intermedio en agua corriente fue seguido de acido clorhidrico al
0.5% e hidréxido de amonio al 0.5%, para enseguida sumergirse en agua
corriente nuevamente, El paso por el colorante eosina duré 30 a 45 s. Los cortes
se deshidrataron con etanol en pasos sucesivos de 80%, 96% y 100% para
finalmente ser mantenidos en xileno por espacio de § min y montados ¢on
cubreobjetos y la resina balsamo de Canada.
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V.LVILIL. Tincién para X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-D
galactésido) y rojo rapido nuclear.

Estos cortes se hicieron con el mismo tratamiento de hidratacién que los
procesados por hematoxilina y eosina. Valiéndose de la mezcla de solucion de
revelado (KsFe(CN)s + K¢Fe(CN)s 200mM, deoxicolato de sodio 0.024 M, NP-40
2 ml, MgCl 1M) y solucién de tinciébn X-gal (X-gal 0.097M en formamida), las
laminillas fueron conservadas en la solucién por espacio de 2 horas hasta un
lapso no mayor a 3 dias. Se realiz6 la contratincién con rapido rojo nuclear
(A[z(SO;)3.18HzO 0.075M, 0.5 g de rojo rapido nuclear y timol). El proceso de
montaje fue similar al mencionado anteriormente para las otras distinciones. Las
laminillas fueron analizadas bajo microscopla de luz (Microscopio Zeiss) a 10, 40
y 60X.

V.ILVIIL. Inmunohistoquimica.

Para realizar el analisis inmunohistoquimico se desparafinizaron e
hidrataron las muestras hasta un lavado final en buffer de fosfatos. Se bloqueo
con peroxidasa endégena en PBS por espacio de 30 min. Paso seguido, se
adiciond el bloqueador por espacio de 30 min a temperatura ambiente.

La adicién del anticuerpo primario por 3 min fue seguida por posteriores
lavados con buffer de fosfatos, para finalmente afiadir el anticuerpo secundario. -
La adicion del conjugado enzimético y el sustrato cromogeno constaron ambos
de 5 min, para finalmente lavar con agua destilada y contrastar con hematoxilina
de Mayer y montar las muestras valiéndose de cubreobjetos y balsamo de
Canada.
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Figura 6. Laparotomia con exposicién de cuemos uterinos. Las fotografias
muestran las técnicas de asepsia y antisepsia del drea quinirgica, ay b. La
incisién en cavidad abdominal de caréacter longitudinal, c. Diseccién y
aislamlento de cuernos uterinos, d y e. Transduccién a los productos
gestantes (1X10' p.v.) valiéndose del microscopio estereoscépico Carl
Zeiss 125,f, g, h, 1y].
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Figura 7. Cierre de heridas quirirgicas y recuperacién post-operatoria. @ y b). Suturacién mediante la técnica
de surjete continuo por planos con candado. ¢ y d). Disposicién lateral del animal para su recuperacion
cerca de una fuente de calor.
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Vi. RESULTADOS

VL. Conformacién de 10s grupos experimentales.
Un total de 48 ratas identificadas como gestantes (presencia.de
espermatozoides en citologia) fueron utilizacas con los siguientes proposites:

Una rata fue utilizada er: % estudio piloto para determinar la viabilidad del
método de laparotomia exploratoria con 3xposicién de cuernos uterinos, como
fue reportada por Liphutz y cols.

Seis ratas fueron sometidas a laparotomia exploratoria en diferentes
estadios de gestaciéon para determinar si estas ratas sobrevivirian al proceso
operatorio y a la carga vital administrada en los diferentes estadios
gestacionales propuestos para este estudio. De las anteriores, una rata fue
sometida al proceso quirﬂrgidoa las 9 d.p.c., ofra rata fue tratada a los 12 dias,
mientras que tres ratas fueran intervenidas a los 15 d.p.c. También se utiliz6
una rata para ser transducida intravenosamente (i.v.), al mismo tiempo que se
realizaban las transducciones intra-amnioticas (i.a.).

El grupo de transduccién i.v. estuvo constituido por 21 ratas distribuidas
de la siguiente manera:
- 10 ratas fueron transducidas a los 12 d.p.c.
- 10 ratas fueron transducidas a los 15 d.p.c.
- Una rata fue transducida para reemplazar a alguna rata de cualquiera
de los grupos que muriera por efectos de la carga viral.

El grupo de transduccién t.a. estuvo formado por 17 ratas, las cuales
fueron distribuidas en dos grupos:

- 9ratas fueron transducidas a las 12 d.p.c.

- 8 ratas fueron transducidas a los 15 d.p.c.

38



Efectos toxicolégicos de vectores adenovirales en embriones de rata

- Tres ratas (controles negativos para ambas transducciones)
permanecieron sin reafizarles ningun tipo de fransduccién, dejando
que el periodo gestacior:al llegara a término. Estas fueron colocadas
en cajas separadas sin ser-perturbadas hasta et 4.a del parto.

A la mafana siguiente del parto, los recién nacidos fueron observados y
valorados para determinar la presencia de malformacianes espontaneas. Las
extremidades anteriores posteriores, las estructuras faciales y la linealidad en la.
cola presentaron patrones normales de desarrollo. No se observaron variaciones-
considerables en pesos y medidas cor respecto a los determinados en las
transducciones intravenosas, aungue si fue el caso entre los diferentes grupos
transducidos de manera i.a.

VL.Il. Laparotomia exploratoria (estudio piloto con una rata).
El proceso quirdrgico fue realizado en una rata gestante de 17 d.p.c. con
los siguientes propésitos:

1) Saber si la rata sobrevivia el procesa quirirgico.

2) Conocer tanto la distribucién, morfologia y posicién de los fetos en el
cuemo uterino.

3) Establecer si el calibre de la aguja utilizada causaba algtn daiio y por
tanto alteracién en el equilibrio osmético del liquido amniético, asi
como también,

4) Establecer las condiciones idéneas para los procesos
transduccionales posteriores.

La rata gestante permanecié anestesiada por espacio de dos horas
(tiempo medido desde la ausencia total de movimiento hasta la deteccion de
reflejo pupilar y movimiento letargico restringido), tiempo suficiente para permitir
la realizacion del proceso quirurgico. Se realizé la inyeccién de cinco fetos de un
total de diez. Se inyectaron un total de 100 pl por feto c?e una mezcla de solucion
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salira y rojo neutro (10:1). Las inyecciones realizadas fueron exitosas ya que se
puda comprobar que el sa¢: amnibtico era capaz de recibit un volumen
considerable de liquido. 8in embargo, tres de los cinco fetos evidenciaron
alguras vesfculas hemorragicas, o que sugiridé que una disminucién en el
velumen a inyectar daria mejores resultados. Al dia siguiente ‘a rata mostraba
pelo eréctil y letargia, pero sin complicaciones aparentes al ;;rooeso quirdrgico.
Pasados tres dias, la rata fue sacrificada, siendo los fetos liberados del cuemo
uterino y de sus sacos amﬁiéticas respectives. Hos fetos mostraban daio por la
puncién realizada. Un feto posela un orificie iucélizado en el dorso en su porcién
superior y &l segundo presentaba en proceso-aecrético a nivel de la cola y pata
derecha. El resto de los fetos inyectados fugron encontrados normales y sin
ninguna alteracion aparente. Todos los fetos mostraron movimiento antes de ser
extraidos de sus sacos amnidticos (Figuras 8 y 9).

Figura 8. Fetos extraidos de los cuemos uterinos a los 20 d.p.c. (puncién realizada a los 16
dias de gestacién). Inyeccién de 100 plL de solucién salina: Rojo neutro (10:1) a los fetos 1,
2, 3, 5y 7), una vez realizado el proceso de laparotomia y su liberacién de sus respectivos
sacos vitelinos. La fotografia muestra también las placentas y .los cordones umbilicales

completos.
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Figura 9. Fetos con anormalidades en el estudio piloto. El feto de la
izquierda (feto 1 de la figura anterior) presenta necrosis de la extremidad
posterior derecha y la cola. El otro feto (feto 7 de la figura anterior) muestra
una herida punzante en la unién del cuello y el dorso con inflamacion y
necrosis.

VLIII. Escalamiento de dosis virales.

Este grupo estuvo integrado por 6 ratas. La primera rata fue transducida a
los 9 d.p.c. A esta rata le fue administrada una carga viral de 1X10' p.v. por
cada embrién transducido. Se transdujeron diez embriones con la misma carga
viral y a cuatro embriones en el cuerno uterino del lado opuesto (controles) se
les administrdé una mezcla de solucién salina y rojo de fenol (10:1). Las
transducciones fueron realizadas de manera tangencial y tratando de que el
vector adenoviral entrara en uno de los flancos mas alejados al embrién con una
aguja calibre 28. La rata fallecié horas mas tarde. Los 6rganos de la madre y los
embriones fueron extraidos y tefidos para p-galactosidasa con la finalidad de
observar la distribucion tisular def vector en ambos casos (Figura 10).
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Figura 10. Organos matemos y de embriones transducidos con el
vector AdLacZ. A1 y B1. Cuerno uterino al cual le fueron
removidos los embriones. A2-6 y B3-6. Embriones liberados del
cuermno uterino y sacos vitelinos respectivos. B2. Corte sagital de
rifién matg'-o. C1. Porci6n media del bazo. C2. Corte sagital de
cerebro. C3 Pulmén izquierdo. C4 Corte sagital de corazén. C5 y
C6 Cortes aleatorios de porciones del higado. D6. Embriones
transducidos aun dentro del cuemo uterino.

Varios 6rganos de la madre (rifién, higado y bazo) mostraron coloracién
azul. Los embriones del cuerno que fue transducido fueron conservados en
tincion por mas de tres dias, pero no desarrollaron una coloracién aparente. A
pesar que no se evidencié un color para el vector utilizado, el analisis histolégico
revelé que 7 de los 10 embriones transducidos fueron positivos para la tincién
con B-galactosidasa. El analisis histolégico para el embrién mostré que el vector
est4 localizado basicamente en la zona de transduccién y de manera escasa en

otros 6rganos.

Los resultados del andlisis histalégico para los érganos maternos
evidenciaron un.comportamiento igual al observado macroscopicamente. El
cuerno uterino fue transducido de manera intensa, mientras el corazén y la
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placenta mostraron negatividad para el vector. Ninguno de los érganos
macroscopicamente negativos para la tincion de p-galactosidasa fue positivo en
el estudio histopatoldgico. El ritdn se encontré transducido en el epitelio de los
tabulos proximales, siendo esta tincién muy evidente en citoplasma y niicleo. El
higado mostré transduccién en los hepatocitos de los centros lobulillares, tanto
en el citoplasma como en la membrana. Los colangiolos fueron positivos en el
citoplasma. En el bazo se observd un alto nivel de transduccién con la presencia
de macréfagos. La presencia de macréfagos no fue exclusiva del bazo, pues
también se observé en los pulmones, en el epitelio bronquial y en los
bronquiolos. La transduccién en el encéfalo fue abundante y muy diversa, sobre
todo en las neuronas. El vector fue encontrado en las células de Purkinje (tanto
en el citoplasma, como en el nicleo), en células endoteliales y en el conducto
ependimario (citoplasma apical). Posterior a esta transduccién, se realizaron
otras tres transducciones a dosis decrecientes, hasta un valor de 1X10° p.v.
totales. En ninguna de ellas se logré que la rata sobreviviera a la laparotomia.

La segunda, tercera y cuarta rata fueron transducidas a los 15 d.p.c. con
cargas virales de 1X10", 1X10° y 1X10°® p.v. totales por embri6n transducido. Se
transdujeron un total de 12 embriones y una cuantia igual fungieron como
controles. Los 39 embriones restantes no fueron transducidos. Los resultados
para los érganos maternos mostraron un comportamiento similar a aquellos
observados para la rata transducida al noveno d.p.c. Estas ratés, a diferencia de
las primeras, sobrevivieron el proceso quirdrgico y sélo mostraron letargia y pelo
eréctil, sin variacién en la temperatura corporal el dia posterior a la realizacién
de la operacion y hasta el dia de su sacrificio. El andlisis histolédgico de los
embriones mostrd una transduccién muy particular. El vector se encontré en la
piel y dermis, en la regiéon bucal, en el epitelio nasal, epitelio nasofaringeo y
escasamente en el epitelio bronquial. También, se registré que los fetos
presentaron transduccién en el intestino delgado medio, siendo muy evidente en
las zonas cercanas a los procesos de descamacion (tincion intracitoplasmatica y

nuclear).
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Acorde con los resultados obtenidos en las trasducciones al 9 d.p.c., se
decidié que a la quinta rata transducida a los 12 d.p.c. se le administraria una
carga viral de 1X10° p.v. totales por embrién transducido. Sélo cuatro embriones
fueron inyectados de un total de 12, dos con vector y dos con solucién salina. -
Sin embargo la rata no-sobrevivié el proceso quinirgico. De igual manera los
embriones y los érganos de la madre fueron procesados tanto para la tincién de
B-galactosidasa, como para el andlisis histolégico. Los resultados de ambos
andlisis son muy similares a los obtenidos para las ratas transducidas a los 15
d.p.c., pero en este caso los embriones sélo-muestran transduccién en la zona
aledania al sitio de puncién.

La sexta rata transducida de manera intravenosa, recibié una dosis unica
de 1X10"" p.v. totales a los 12 d.p.c. Una vez cumplidos los 15 d.p.c., la rata fue
sacrificada. Se obtuvieron un total de 13 embriones todos normales y sin
ninguna malformacién aparente. Tanto los embriones como los érganos de la
madre fueron sometidos al proceso de tincion para el vector. Los embriones
fueron liberados del cuerno uterino y de sus sacos y sélo algunos fueron
mantenidos dentro de ellos para exponerios a la tincién. Ningin embrién mostrd
una coloracién en sistema tegumentario externo.

Los resultados de los embriones que fueron mantenidos en sus sacos
amniéticos mostraron coloracién en la parte radial a la placenta del saco
amniético, pero esta Gltima no desarrollé una coloracién para el vector (Figura
11). El anélisis histolégico reveld que el unico tejido transducido fue el intestino
delgado medio en el embrién, Los érganos de la madre por su parte muestran
grados de transduccién de intensidad decreciente (tincion citoplasmatica y
nuclear) en cuernos uterinos, riiones, bazo, higado y cerebro.
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Figura 11. Andlisis de la transduccién intravenosa para §-galactosidasa, realizada a los
12 d.p.c. ‘con 1X10" p.v. totales. Embriones de 15 d.p.c.que permanecen en Sus sacos
vitelinos. A. Las flechas indican la presencia del vector cuya distribucién es siempre
radial a la placenta. B. Magnificacién de uno de los fetos en fotografia. A.

VLLIV. Estudios de transduccién y toxicidad materno-fetal.

VLIV.I. Transduccién intravenosa (i.v.). .

De cada transduccion intravenosa, se designaron 5 ratas para ser
transducidas con el vector adenoviral y las 5 restantes fueron controles del
estudio. Tanto estas ratas como las destinadas para la transduccién intra-
amniética tenian alrededor de tres meses de edad y sélo hubo una variacién de
tres meses y medio con aquellas que fueron prefiadas y mantenidas sin
manipulacién hasta el final del estudio (3 ratas, controles externos).

El vector adenoviral fue inyectado mediante puncién Gnica en la vena
caudal de la cola de la rata, siendo administrados 100 pl de vector y 100 ul de
solucién salina a los controles. Se utilizé éter como agente sedante. Sélo tres
ratas presentaron una alteracién en su comportamiento, registrandose pelo
eréctil 24 horas después de la transduccién. Ninguna rata presentd letargia o
alteracién en la temperatura pasadas 48 hrs de la transduccion.

Una vez sacrificadas, los cuernos uterinos exhibieron una coloracion
normal y ninguno de ellos present6 reabsorcion parcial o total de fetos. Todos

45



Efectos toxicoldgicos te vectores adenovirales en embriones de rata

los cuernos uterinos fueron minuciosamente revisados para la posible presencia
de glandulas metriales, sin ser observadas éstas en ningun estadio. Antes de ser
liberados del cuerno uterino, a todos los fetos les fue.ejercida una leve presion,
con la finalidad de registrar movimiento y corroborar que estos estaban vivos; .
como resultado, todos los fetos mostraron respuesta al estimulo ejercido. Una
vez extraidos los fetos del cuerno uterino, se examinaron de manera exhaustiva
para registrar posibles malformaciones. En la transduccién a 12 d.p.c. se
registraron un total de 128 fetos de los cuales 77 pertenecian al grupo
transducido y 51 al grupo contrcl. En la transduccién a 15 d.p.c. se registraron .
un total de 120 fetos, 60 del grupo transducido y 60 del grupo control.

En el analisis macroscopico todos los fetos mostraron una distribucién
normal de sus Organos externos. Las extremidades posteriores y anteriores
poselan digitaciones completas, movimientos rotacionales normales y angulos
posturales también de caracter normal. Las estructuras faciales (proporciones de
comisuras nasales y bucales) también fueron normales,.asl como la curvatura de
la espina dorsal. La cola de todos los fetos mantuvo su caracter lineal y la
relacién cuerpo: cabeza (1:3) se mantuvo dentro de los estdndares normales, sin
variaciones considerables. De igual manera, todos los fetos fueron medidos,
pesados y colocados posteriormente en cajas de Petri conteniendo formaldehido
al 10%. Una vez cumplidas las 24 horas fueron examinados por segunda vez por
el patéiogo quien corroboré los resultados.

VLIV.LI. Anélisis anatomopatolégico.

VLIV.LLL Hallazgos de transduccion viral en la madre.

El analisis anatomopatolégico en las madres evidencié transduccioén en
todos los 6rganos disectados. El mayor grado de transduccién con el vector
adenoviral se registr6 ‘en ambos rifiones, principalmente en los tibulos
contorneados proximales. A éstos, le siguid el bazo, mostrando una migracién
del vector de |la zona basal a la zona apical. En el higado, el vector transdujo
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casi todas’las estructuras hepéaticas como: sinusoides hepaticos, hepatocitos,
regién centro lobulillar, triada portal y conductillos biliares. El cuerno uterino
presenté un grado de transduccién considerable y fue observado en todos los
cortes analizados de las ratas que fueron transducidas. El cerebro mostré una
transduccién inusual, aunque muy leve, de los plexos coroideos, meninges y -
neuronas. Los pulmones también evidencian transduccién .en tejido bronquial y
alveolar con una demarcacién de macréfagos. No .existi6 una diferencia
significativa en el patron de transduccion para los dos diferentes estadios de
transduccién.

VLIV.LLIL Hallazgos de transduccion viral en los fetos.

De un total de 248 fetos, el 42.26% fueron hembras, 40.24% fueron .
machos y al 17.47% no se les identifico tejido de lineas germinales. El sexo de
los fetos fue determinado por la presencia de testiculos (Figura 12).

Figura 12. Testiculos normales de feto a los 19
d.p.c. Tincién H/E (40X). La ausencia o presencia
de esta glandula fue el criterio base para la
determinacion del sexo en los embriones.

En las madres transducidas el vector pasé la barrera placentaria y se
observé intensa transduccién del intestino delgado de los fetos, la cual se
demuestra desde las capas basales hasta la luz del intestino (Figura 13).
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Figura 13. Intestino delgado de feto a los 19 d.p.c. transducido
via i.v. Tincion X-gal (60X). La distribucién del vector esta
demarcada principaimente en tejido de la zona basal.

Ningtn otro érgano del feto exhibié transduccién cuando fue analizado por
la tincién para deteccién de B-galactosidasa. La tincién leve del cordén umbilical
en dos fetos, no fue observada en estadios tardios. La membrana amni6tica
conservoé su positividad tanto para la transduccién a 12 dias como a 15 dias. Un
85% a un 90% de los fetos transducidos analizados mostraron transduccion
adenoviral (figura 14).
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Transduccién i.v. 12 d.p.c.

Ratas transducidas

Figura 14. Comparacién de la eficiencia de transduccion fetal. Fetos que
evidenciaron presencia del vector (barras azules) versus el nimero total de fetos
transducidos (barras anaranjadas). Eficacia de transduccién 85-90%.

La tincibn con hematoxilina y eosina evidencié normalidad para el
intestino delgado en todos los cortes analizados, sin alteraciones patoldgicas de
ninguna indole. En tres fetos, sin embargo, se encontraron abundantes linfocitos
en la glandula suprarrenal y en un feto se encontraron signos de metaplasia
escamosa intestinal (Figura 15). Asi mismo, se detect6 la presencia de bacteria
en el espacio subepidérmico en 5 fetos analizados (Figura 16). El analisis
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inmunohistoquimico sin embargo, no revela la presencia del vector adenoviral en
dichas estructuras. La presencia de linfocitos en glandulas suprarrenales sélo
estuvo asociada a la presencia de bacteria en fetos contiguos de una sola rata.
La Tabla 8 resume los resultados encontrados para la transduccién adenoviral.

Figura 15. Glandula suprarrenal fetal. Tincién de hematoxilina y
eosina (60X). Transduccién i.v. a los 15 d.p.c. La presencia de
linfocitos (flechas) es una consecuencia de respuesta inmune
primaria a un agente extrafo.
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Figura 16. Piel. Tincién H/E. a) Se observan bacteria
en el espacio subepidérmico de los fetos
transducidos via i.v. (flechas) (20X). b) Amplificacién
del érea en A. El puntilleo denota la presencia de
linfocitos (flechas) (40X).
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Tabla 8. Hallazgos en la transduccion [.v.

DIAres ans adosg UIrgano o € £ alilazqo
Casos Controles
Madres . n=10 n=10
. Bazo Py -
Cerebro ++ 1 -
Pulmén + =
Higado ++ -
Rinén L 22 2 -
Ovario - -
] Cuemo Uterino +4b+ -
Fetos n=137 n=111"
Placenta - -
Cordén Umbilical . + -
Membrana Amni6tica ++4 -
Intestino +4+£ -
Retroperitoneo - -
Pulmdn - -
Higado - -
" Piel ) ' - -
Glandula suprarrenal - -

Escala de transduccion (T):
(-) Negativo, (+) T. Leve, (++) T. Moderada, (+++) T. Severa, (++++) T. General.

VLIV.II. Transduccién Intra-amniética.

De la misma manera que en e! grupo de transduccion intravenosa, se
consideré |a posibilidad de que algunas de las ratas fallecieran debido al proceso
quirirgico o a la carga viral administrada. Por tal razén, los grupos fueron
extendidos en nimero hasta 9 y 8 ratas respectivamente.

En la transduccién a; los 12 d.p.c. no todas las ratas sobrevivieron el
proceso quirargico. De .un total de 9 ratas, 5§ sobrevivieron el proceso de
laparotomia (55%). Como se habla observado en el estudio de escalamiento
viral, las ratas a estadios tempranos falleclan antes de las 24 horas de la
transduccién. Para esta transduccién se decidié minimizar el nimero de
. embriones inyectados al punto en el cual se registraran el-maximo de
transducciones sin .causar la muerte de la madre. Esto significé, hacer un
. maximo de tres transducciones por rata, con dos del grupo experimental y una
sola del grupo control. De un total'de 86 embriones, 8 embriones fueron
inyectados con solucién salina (controles) y 18 fueron transducidos con el vector
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viral. De los 18 embriones transducidos, 12 fetos fueron recuperados de madres
que sobrevivieron el proceso quirtirgico (66%), mientras que los restantes 6 fetos
(33%) se recuperaron de ratas muertas en las subsecuentes 24 horas. Por su
parte, los embriones que sirvieron como controles, estuvieron distribuidos
equivalentemente en ambos grupos (ratas vivas y ratas muertas). Sélo una rata
murié en el proceso quinirgico sin llegar a completarse la transduccién de sus 3
embriones. Por esta razén, sus 6rganos no fueron procesados para el analisis
histopatolégico.

Durante la obtencion de los fetos se encontraron glandulas metriales en
los cuemos uterinos y un elevado Indice de fetos macerados y reabsorbidos (12
fetos), asi como fetos muertos (5 fetos). A continuacién se agrupan los datos
antes mencionados (Tabla 9).

Tabla 9. Resumen de hallazgos en fetos transducidos.

Estadodelos No.de - Porcentaje de la Estadio de - . Caracteristicas _

o fetos . - fetos - ftransduccién - - transduccién
Maiformados 6 16.6 15 2 en cola (8.3%), 2 en
extremidades inferiores
(8.3%)
Compresién 4 16.6 15 Compresion moderada a
fetal severa
Muertos 8 66 12 Inflamacién y retencién
de liquidos
Macerado 2 16 12 Extremidades inferiores
Reabsorbido 19 45,23 12 Parcial a total
Transducidas | Controles Totales Transducidas | Controles. Totales
estudiados estudiada:
LV. 22 77 51 128 60 60 120
LA 17 18 8 86 30 23 79

En la transduccién a los 15 d.p.c., 6 ratas sobrevivieron el proceso
quirdrgico (75%) y dos murieron en las siguientes 24 hrs. (25%). Para este
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estadio, de un total de 79 fetos, 30 fueron transducidos (38%) y 23 fungieron
como controles (29%). De las ratas que sobrevivieron el proceso quirdrgico se-
obtuvieron 23 fetos transducidos y 21 controles, mientras que de las ratas
muertas se obtuvieron 7 y 2 fetos respectivamente.

En el grupo experimental 12 fetos presentaban maceracion con diferentes
grados de reabsorcion y 6 presentaron malformaciones (Figura 17).

Figura 17.Muerte in-tero. a) Caso de muerte in Utero. La inflamacién y retencién

de liquidos, indican muerte por varios dias con el posterior desarrollo-de los

procesos de maceracién. b) Signos de maceracién en extremidades. c) La
conclusién del proceso de maceracién da Inicio a la reabsorcion del producto, la

cual determinaré la presencia de glandulas metriales.

A diferencia del proceso de transduccion a 12 d.p.c., la incidencia de
mortalidad en las ratas posterior al proceso de transduccion fue muy baja y sélo
una rata muri6 debido al proceso quirirgico. La segunda muerte en este grupo,
se debi6 a un proceso de evisceracién. Para evitar esto, en las demas ratas se
realizé una segunda ronda de suturacién dias después al proceso quirurgico, .

evitando asf la muerte por factores secundarios al proceso de transduccion.
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Se encontr6 una variacién considerable entre los pesos y medidas
registradas para fetos transducidos de manera intravenosa y aquelios de manera

intra-amnidtica. Los pesos y medidas estuvieron disminuidos en un porcentaje.
de alrededor de 45% (figura 18 y 19).-
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Figura 18. Relacién de pesos en los estadios de transduccién. Las
graficas comparan de los pesos (g) obtenidos en ambas vias de
transduccién para los dos estadios manejados en el estudio.-Las
barras ambar comprenden los fetos transducidos y las barras verdes
a los controles correspondientes.
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Figura 19. Relacién de medidas en los estadios de
transduccién. Estas gréficas fueron creadas con base en las
medidas longitudinales de cada feto. Las barras ambar
corresponden a los fetos transducidos y las verdes a los -
controles comrespondientes.

Las malformaciones encontradas en este grupo de transduccién, estan
representadas principalmente por afecciones de las extremidades posteriores y
de la cola (DeMyer y col. 1969; Figura 20). El andlisis estadistico de relacién de
momios realizado para el estudio demostré que no existia una causalidad entre
vector adenoviral y algun grado de malformacién (RM= 1.03, IC 95% 0.16-6.48).
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Figura 20. Lesiones en fetos afectados por la transduccién l.a. a) Cola superenmollada,
b) Cola en gancho, ¢) Pie equinovaro, d) Compresién severa, e) Pie zambo, f)
Compresién y defecto en columna vertebral, g) Normal. -

VLIV.ILI. Analisis anatomopatolégico.

VLIV.ILLL Hallazgos de transduccién viral en las madres.

En el analisis de los hallazgos de las tinciones con hematoxilina y eosina,
todos los érganos (rifones, higado, bazo, pulmén, cerebro, corazén, ovarios y
cuerno uterino) mostraron una anatomfa normal, sin dafio estructural aparente
en todas las laminillas analizadas, tanto para las ratas control, como para
aquelias que fueron transducidas con el vector adenoviral.

57



Efectos toxicolbgicos de vectores adenovirales en embriones de rats

La tincién para B-galactosidasa mostré los siguientes resultados: los
rinones fueron los tejidos mas transducidos y semejaron a la distribucién
observada con la transduccién iLv. (tdbulos proximales), en ambos estadios
gestacionales. El cuemno uterino siempre denoté positividad en los dos diferentes
estadios, tanto a nivel de citoplasma como nuicleo. El higado también mostréd
transduccién y ésta estuvo principalmente concentrada en las triadas portales,
tejido endotelial y de manera muy esporadica en hepatocitos. Este hallazgo fue
principalmente encontrado en las ratas transducidas a los 12 d.p.c. (Figura 21).

Figura 21. Organos maternos tefiidos con X-gal. Microscopla de luz. La coloracién azul denota la
presencia del vector adenoviral para las micrografias a, b, ¢, y d. a) Cuemo Uterino (40X), Rifién-
(60X), c) Bazo (40X), d) Pulmén (60X). e) Higado (inmunohistoquimica para adenovirus tipo 5,
40X). El puntilleo café denota la presencia del vector.
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El bazo por su parte mostné el mismo patrén de transduccion en.la zona
apical para los dos estadios gestacionales, observandose mayor transduccién
concentrandose en las ratas tratadas a los 15 d.p.c. (Figura 21). En tejido
pulmonar se encontr6é que el vector estaba localizado-en tejido bronquial con la
demarcacién de macréfagos alveolares (Figura 21).

Figura 22. Transduccién en cerebro matemo (via i.a.). Tincién X-gal. La coloracién azul muestra
una distribucién amplia del vector adenoviral en varios tipos celulares. a) Meninges, b) Plexos
Coroideos, c) Células endoteliales, d) Sustancia blanca. Oligodendrocitos. €) Inmunohistoquimica
para adenovirus tipo 5 que ratifica la presencia del vector en plexos coroideos y endotelio.
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El andlisis para el cerebro demostré transduccion en plexos coroideos, .
células endoteliales y en la luz de los vasos, meninges, células de Purkinje y
sustancia blanca. De manera adicional, en la transduccién a los 12 d.p.c., el
vector se encontr6 en tejido neuronal (Figura 22). De manera aislada se
encontr6 transduccién en lineas germinales de dos ratas, detectada
principalmente en el foliculo de von Graff, en el cuerpo amarillo y en células
luteinizadas. Sélo una rata mostrd transduccion en un évulo, células foliculares y
células del estroma (Figura 23).

Figura 23. Transduccién en ovario materno (via i.a.). Tincién X-gal y contratincién
con rojo rapido nuclear. a) Ovario negativo (60X). b) nicleo évulo muestra tincién,
la cual también se observa en células foliculares y luteinizadas (60X). c) Tincién
hematoxilina/eosina. Anatomia normal del tejido germinal (20X).
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VLIV.ILLI. Hallazgos de transduccidn viral en los fetos.

Un total de 165 fetos fueron analizados por las tres tinciones. Este total
estuvo constituido por un 57.54% hembras, 29.24% machos y en el restante
13.20% de sexo indeterminado.

El analisis microscépico mostré una distribucién normal de los 6érganos
internos, con relaciones normales entre ellos, conservando distancias y medidas.
No se demostrd ningan tipo de obstruccion en los orificios naturales estudiados:
boca, orificios nasales, laringe, faringe, traquea, eséfago, estdmago, intestino
delgado, intestino grueso y ano. (Figura 24).

En todos los fetos transducidos se observé de manera ubicua vector
adenoviral en el intestine delgado medio. Esta transduccion se observd desde
las capas celulares més basales hasta la luz del mismo. Estos resultados fueron
corroborados en el andlisis inmunchistoquimico. De la misma manera, el andlisis
inmunchistoquimico confirmé la presencia del vector en el intestino grueso y
ano. (Figura 25). A nivel celular, el vector estuvo. distribuido tanto a nivel
citoplasmatico como nuclear.

La piel, el mesénquima primitivo y el tejido pulmonar fueron transducidos
de manera esporadica, observandose tincion en tres fetos transducidos a los 15
d.p.c. El resto de las estructuras fetales dieron un resultado negativo para el
vector adenoviral; (cerebro, rifones, corazén, bazo y gbénadas). Los resultados
en el analisis patolégico mostraron signos de inflamacién en la placenta
(corioamnioitis aguda) en un 13% de los fetos, metritis en un 4% e infeccién
bacteriana en la piel de los fetos en un 78%. Dos fetos presentan inflamacién en
el cordén umbilical (funcinitis aguda. Figura 26). En la Tabla 10 se resumen los
hallazgos para esta via de transduccion.
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Figura 24. Diversos tejidos fetales teflidos con hematoxilina/eosina (40X). a) Vias respiratorias
inferiores con una morfologia normal sin obstrucciones y sin rasgos patolégicos. b) Corte de vias
digestivas. Intestino delgado de constitucién normal. c) Areas de descamacién del ano. Las
micrografias no muestran signos patolégicos.
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Figura 25. Fetos transducidos i.a. a los 15 d.p.c. Tincién X-gal (azul) contratefiido con rojo réapido
nuclear. Microscopia de luz. La distribucion del vector adenoviral estuvo representado
principaimente en: a) Piel alrededor del drea de transduccién (60X). b) Intestino delgado cuya
distribucién fue ubicua en las estructuras de este tejido (60X). c) Mesénquima primitivo. Aunque
rara vez fue encontrada la presencia del vector en esta estructura, su localizacién slempre estuvo
ligada al &rea de transduccién (40 X). d) Pulmones. La transducciéon estuvo localizada
principaimente en macrifagos alveolares (60 X).
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Figura 26. Funcinitis aguda. Hematoxilina y eosina (40X).
Signos primarios de inflamacién y edema con presencia de
linfocitos rodeando el érea del cordén umbilical (flechas).

Tabla 10. Hallazgos de la transduccién i.a.

plares Analizados Drgano o€ - allazao
Casos Controles
Madres n= n=8
Bazo o o
Cerebro & F
Pulmén +4 -
Higado ++ -
Rifén +++4 1
Ovario ++4 s
Cuerno Uterino e .
Fetos n=15 n=18
Placenta - -
Cordén Umbilical i -
Membrana amniética s i
Intestino +44++ -
Retroperitoneo +44 -
Pulmén ey -
Higado . =
Piel + -
Glandula suprerrenal 44 -

%s_wla de| transduccién (T): (-) Negativo, (+) T. leve, (++) T. moderada, (+++) T. severa, (++++)
. general.
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VII. DISCUSION

VIl.l. Conformacién de los grupos experimentales.

Los grupos experimentales variaron de acuerdo a las especificaciones
encontradas para protocolos con desarrollo de teratogénesis y efectos
toxicolégicos (Baker y cols, 1980). Estas especificaciones estuvieron basadas en
consideraciones histopatolégicas y estadisticas. Se establecieron grupos no
menores a 10 ratas en el rubro de transduccion intravenosa, ya aunados los
controles del estudio. En el caso de las transducciones intraamniéticas, se
especificéd que los cuernos uterinos contrarios sirvieran como controles intermnos
del estudio, de ahf la variacién en los nimeros totales de ratas utilizadas para
esta transduccién, pues el nimero de fetos a transducir disminuye, debido a la
posibilidad de muerte de la madre por una excesiva manipulacién. Por esta
razén, los numeros decrecieron hasta en un 50% con respecto a los

considerados en las transducciones intravenosas.

VILIIl. Estudio piloto.

El estudio piloto revel6 que el uso de grandes cantidades de liquido
administrado en la cavidad amniética podia tener las siguientes consecuencias
para el embridn:

1) La jeringa utilizada poseia un calibre muy grande de aguja,
provocando por tanto la fuga de una cantidad considerable de liquido
amniético y de la carga del vector.

2) El dejar la aguja dentro del espacio amnidtico por un periodo superior
a 20 s disminuy¢ la fuga de liquido y aumentd la retencién del material
inyectado. Este proceso es facilitado por la coagulacion en el sitio de
la lesion.

3) La puncién en embriones en estadios de 9y 12 d.p.c; es diflcil y poco
exitosa. Esto se debe a la baja relacién entre la cantidad de liquido
amniético y el tamaiio del producto. (Baker y cols. 1980; DoMyer y
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cols. 1969). La relacién del tamario del producto a la cantidad de
liquido amnictico eon respecto a los 17 d.p.c. estuvo disminuida en un
75% y 60%, respectivamente (dato obtenido de las observaciones en
la laparotomia exploratoria en estos dos estadios). Por esta razén, la
puncién de embriones de 12 d.p.c. produjo lesiones en la mayorifa de -
los productos tratados, al igual que ocurrié con los embriones de 9

d.p.c. (el tamafio del producto a los 9 dias con respecto al espacio que

ocupa en liquido amniético es 9:1). '

4) En este estudio nunca se logrd una transduccion exitosa a ‘os 9 d.p.c..
bajo ninguna especificacién (variacién en el nimero de embriones
inyectados, carga viral y cantidad de anestésico empleado en la rata).

5) Las administraciones de vector en edades gestacionales de 5 d.p.c. y
mayores se lograron exitosamente y resultaron en baja morbilidad y
mortalidad fetal.

VILIII. Escalamiento de la dosis viral,

Para el escalamiento de las dosis virales se consideraron los 12 y 15
d.p.c. El escalamiento en las dosis virales nunca produjo la muerte de los
embriones a los 15 d.p.c., alin a concentraciones altas (1X10"). La variacién en
las dosis utilizadas fue tomada de trabajos previos, los cuales ilustran las
potenciales alteraciones.que pueden ocurrir en la madre y. el feto (Baldwin y cols.
1997; Cheng y cols.-1997; Douar y cols. 1997). Estos estudios sostienen que el
uso de dosis superiores a las 10° particulas virales trae como consecuencia
muerte y por supuesto malformaciones en los embriones transducidos
(Jerebtsova y cols. 2000).

Durante el desarrollo del escalamiento, ninguna rata tratada con las dosis
virales que fluctuaron en ios rangos de 10° hasta 10" reportaron muerte o
malformacion para transducciones a los 15 d.p.c. Sin embargo, para las
transducciones a los 12 d.p.c. los resultados no fueron fan favorables a las
mismas dosis. Aungue en este caso se obtuvo un 70% de muerte in utero, no se
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puede asegurar que l& causa de la misnva sea el resultadg de la carga viral
- utilizada. La transduccion de embriones de rata en estadios tempranos de la.
gestacion con estas cargas virales no ha sido reportada a la fecha. El embridn
* en este periodo podria ser sumamente vulnerable a cualquier alteracién en la
cantidad de liquido amniético, agentes quimicos, y por -supuesto, a agentes .
biolégicos. La distribucion de la transduccién en los estadios tempranos de la
gestacion muestra los mismos patrones a aquellos obtenidos en los periodos
tardlos.

La transduccién intra-amniética muestra una intensa transduccién del
intestino, preferentemente en las células de las capas apicales y alguna-o casi
nula fransduccién en en el resto de las estructuras.

- La transduccién intravenosa fue un método accesible y sencillo. Durante
todo el estudio, nunca se obtuvo una resistencia al flujo normal en la inyeccion, -
confiriéndole un 100% de eficacia y confiabilidad. A la fecha no existe algin
estudio donde se establezca un protocolo que determine cargas virales con la
finalidad de establecer asociaciones entra malformacion y presencia del vector
viral administrado por esta via.

- A pesar de que |la cantidad de vector utilizada en esta tesis fue baja
1X10" p.v., comparada con las cargas de vector administradas en otros
protocolos por via intravenosa (principalmente protocolos de terapia génica
suicida para ratén que reporta 1X10'2 p.v.t. Lipshutz y cols 1999), se pudieron
establecer varios patrones de transduccion a lo largo de los dos estadios
utilizados:

1) En érganos matemos, el vector siempre estuvo presente en rifiones y

en menor cuantia en cuemnos uterinos.-El bazo presenté una menor
transduccién aunque también importante.
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“2) A diferencia <le otros estudios {Baldwin y cols 1997; Cheng y cols
1997), la transduccion del higado no fue notoria, aunque se gbservé
constantemente en las estructuras hepaticas analizadas.

3) En-el 90% de los casos se observé transduccion cerebral, notada
principalmente en plexos coroideos; células endoteliales y en ia luz de
los vasos, meninges, células de Purkinje y sustancia blanca, la cual
estuvo ausente en las madres del grupo control. Este hallazgo que se
observé en las transducciones a los 12 y 15 d.pc. es muy notable,
pues a la fecha no se ha reportado transduccién intracerebral por
ninguna ruta de administracién con excepcion de la transduccién
intraencefélica directo.

VILVI. Estudios de transduccién y toxicidad.

El proceso de transduccién intra-amnidtica mediante laparotomia
exploratoria fue desarrollado para el tratamiento in utero por terapia génica de
productos con enfermedades hereditarias (Holzinger y cols, 1995). Este proceso
descrito previamente ha demostrado transducciones exitosas con minimas
alteraciones del desarrollo embrionario (Lipshutz y cols, 1999).

Dentro de este estudio se consideraron varios factores, algunos de los
cuales fueron notados durante el avance de la tesis. Por ejemplo, cuando el
proceso era llevado a cabo por méas de 1 h, se observaron grados severos de
desecacion y pérdida dé calor .del cuerno y Organos adyacentes. La
recuperacion postquirirgica’ estuvo relacionada con la duracién del proceso
quirdrgico, en la cual probablemente los animales se expusieron a periodos
prolongados de hipotermia y deshidratacion. Después de algunos ensayos
logramos establecer que el procedimiento se realizara en aproximadamente
media hora, durante la cual los tejidos se irrigaban de manera continua con
solucién fisiolégica estéril. La aguja utilizada se retiro lentamente para evitar
cualquier fuga de liquido amniético, evitando de esta manera cambios en la

68



Kfectos toxicolégicos de vectores adenovirales en embriones de rata

presién osmética del espacio intra-amnistico. La inyeccion fue realizade a un
flujo promedio de 1 ul/5 s.

Las transducciones realizadas abarcaron desde siete embriones
transducidos hasta un minimo de uf embrién. Finalmente se obiuvo una
supervivencia del 100% en aquellas ratas donde se realizaron menos de cuatro
transducciones; dos embriones transducidos y dos controles en el mejor de los
casos, variando a des embriones transducidos y un centrol. Estos_resultados
también fueron obtenidos por Schachtner y cols. en 1999. Debido a que.nunca
se obtuvieron mas de cuatro transducciones por rata. los fetos que fueron
procesados posteriormente constituyen un porcentaje muy bajo del estudio. Las
muertes y malformaciones a los 12 d.p.c. fueron debidas al proceso de
transduccion y no a la carga viral, pues estos mismos vesultados fueron
observados en los controles del estudio. En este estudio a diferencia de lo
encontrado por Holzinger y cols. 1995, no existié6 ningun parto prematuro, cuyo
resultado estarfa ligado de manera directa al proceso quirirgico desarrollado.
Ninguna hembra presenté un parto premature debido al vector o a la cirugia y en
todos los casos, el sacrificio se realizé antes del parto. -

A pesar de los resultados obtenidos por otros autores, los cuales reportan
malformaciones en fetos a dosis de particulas totales virales de 1X10° 1X10"
(Jerebtsova y cols. 2000), en las dosis utilizadas para este estudio no se
reportan malformaciones incluso a concentraciones altas como 1X10" particulas
virales totales. Estos resultados son obtenidos principalmente a los 15 d.p.c.
Aungue a los 12 d.p.c. no se obtienen fetos malformados, este hallazgo requiere
confirmacion, pues el nimero de fetos analizados fue muy bajo. Es importante
anotar la ocurrencia de una muerte fetal que puedo haber sido ocasionada por la
carga viral o por el proceso de transduccién en sf.

La expresion obtenida en los érganos maternos y los tejidos fetales fue
mayor en las transducciones realizadas en el estadio mas tardio analizado en
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este estudio. La expresion en intestino delgado, piel y vias aéreas aitas en el
feto son muy abun&bntes. En las madres transducidas a los 15 d.p.c,, los
rifiones, el bazo, y cerebro presentan una transduccion muy considerable si se
"compara con aquella obtenida a los 12 d.p.c.

Los resultados obtenidos para ambas rutas de fransduccion, tanto intra-
amnidtica como intravenGsa, muestran en comin una intensa transduccién del
intestino, la cual se diferencia en que-las células de las capas apicales estan
mas transducidas en la primera, mientras - que las basales esi4n mas
transducidas en la segunda. La transduccién de las vias digestivas fetates por
ambas rutas de administracién no se asocia a enterocolitis 0 procesos necroticos
en las mismas. Este hallazgo puede ser utilizado en la terapia génica dirigida a
anomalias de sistema digestivo.

Nuevamente, resulta muy notable la fransduccitn intracerebral, la cual ya
se habia notado en la ruta intravenosa. Sin embargo, en esta ruta la
transduccién es mas intensa, abarca mas estructuras (neuronas) y se presenta
en una proporcion mayor de madres tratadas (100%).

Definitivamente, la transduccidn del sistema nervioso central es uno de
los hallazgos mas notables de esta tesis y requiere ser estudiada con nuevos
experimentos enfocados a confirmar el hallazgo, el cual podria ser particular de
‘esta especie. También es muy importante notar la transduccién de los tejidos
germinales y muy particularmente, la transduccion de un évulo en ratas tratadas -
en el 12 d.p.c. Aunque es muy posible que este fenémeno sea debido a la
diseminacién del vector en la cavidad esplécnica después de la administracién,
la importancia del hallazgo radica en que, se transdujo 1a linea germinal y esto
tendrfa implicaciones serias en Ios.protocolos de terapia-génica humana, pues
este evento es totalmente indeseable (Ye y cols., 1998).
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Se ha reportado que la transferencia génica con vectores adenovirales
esta asociada a respuestas inmunes tanto humorales como celulares y toxicidad
en érganos particulares, como el higado. (Zepeda y cols., 1996). A diferencia de
otros estudios donde -los érganos son analizados 72 h después de la
transduccién (Wood y cols., 1999), en este trabajo no existié una respuesta
inmune representativa, a pesar de que i0s 6rganos en este estudio fueron.
recoiectados 8 dias y 5 dias después de ia transduccion en cada estadio
gestacional. En este estudio se observaron infitrados de células inflamatorias
(linfocitos) en glandula suprarrenal y placenta en [as transducciones realizadas a
los 15 d.p.c. Los infiltrados placentarios son debidos a la presencia de bacteria.
Sin embargo, la infiltracién de glandulas suprarrenales no estuvo acompanada
de infeccién bacteriana ni de la presencia del vector y desconocemos la razén
de la reaccién inmunolégica en este 6rgano. Es importante mencionar que
ademas se encontraron macrdfagos intra-alveolares en los pulmones maternos
en animales transducidos en los dos puntos de edad gestacional analizados.
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VIIl. CONCLUSIONES

Del andlisis-de los resultados obtenidos se pueden concluir las siguientes
conclusiones: '

El grado de manipulacion ejercido durante la toma de citologias vaginales
se relacion6é directamente con en el éxito en el diagndstico y. veracidad del
estado de embarazo. La forma mas certera y rapida de identificar un estado de
embarazo, estuvo determinada por la toma de muestra vaginal a la ma_ana
siguiente, posterior a un apareamiento durante toda una noche con machos
fértiles. Aunque se puede realizar un muestreo para la determinacién de la fase
del ciclo estral en que se encuentra cada animal, éste procedimiento sélo
representa un esfuerzo adicional que puede ser remplazado por el muestreo
vaginal en la ma_ana siguiente al apareamiento.

Los resultados en este trabajo a estadios tempranos de embriogénesis,
sugieren que la manipulacién ejercida en cavidad amnibtica puede ser
realizados con agujas de grosor minimo y con sistemas de microscopia
estereoscodpica que permitan observar a través de la cavidad amni6tica. El
grosor de la aguja utilizada para este estudio esta directamente relacionado con,
‘la cantidad de liquido amnidtico que escapa de ia cavidad, la supervivencia del
producto y el grado de deformaciones intrauterinas.. Se determiné que no se
pueden administrar volimenes mayores a 10ul en cavidad amniética y que etas
deben administrarse en rangos de 1pl/s- 3 ulfs. El esperar por lo menos 5 s con
la aguja dentro de la cavidad amniética, una vez inyectada la carga viral,
incrementa {a supervivencia del producto.

La labilidad excesiva tanto de la madre como del feto en procesos

quirdrgicos (laparotomia exploratoria), asi como la manipulacién en cavidad
amnidtica en estadios tempranos de embriogénesis activa (9 d.p.c.), interrumpid
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el progreso del embarazo y no se logré ninguna transduccién exitosa con la
sobrevivencia de la madre y el producto, ain con las variaciones en las técnicas
utilizadas y en el nimero de transducciones en una misma rata.

Los altos porcentajes de muerte fetal observados a los 12 d.p.c. puede
atribuirse a la excesiva manipulacién durante el proceso quirirgico y a. la
labilidad y sensitibilidad del feto a los procesos manipulativos. Esto tambien
puede ser debido a la susceptibilidad del producto a agentes bioldgicos, como
los vectores virales. Estudios mas extensos y detallados deben ser conducidos
para corroborar estas hipétesis.

El intestino delgado fetal es el 6rgano transducido por excelencia en los
dos estadios gestacionales estudiados (12 y 15 d.p.c.) y en las dos rutas de
administracion utilizadas. Esta transduccion se evidencia en todos los estratos
celulares analizados. Aunque existen diferencias de transduccién entre las vias
analizadas en este estudio, puede sugerirse al intestiho delgado como un tejido
blanco propicio para pratocolos de terapia génica. Pudieran ser considerados
protocolos de terapia génica para otros tejidos fetales como piel y vias aéreas
superiores, aunque quizas los niveles de transduccién no sean tan satisfactorios
comparados con lo niveles obtenidos para el intestino delgado. Asi también
deben ser considerados los estadios a los cuales se realizara la transduccion,
debido a la especlfica avidez del vector por los tejidos blanco.

La gran sorpresa fue la presencia del vector adenoviral en plexos
coronarios meninges y neuronas de la madre, tanto para la transduccion i.v.
como i.a. en cualquier estadio gestacional estudiado. Se requieren estudios
adicionales para confirmar esta observacion, la cual tendria repercusiones
preclinicas importantes para posteriores estudios de toxicidad materna.
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APENDICE A. Embriogenesis de a rata

Cara y formas externas del cuerpo.

Dla de gestacion

Eventos relevantes en la organogénesis

9-10

Somitas 1-4 son identificables. El embrién presenta una curvatura
ventral y aparecen los primeros arcos branquiales.

10-11

Los somitas 5-20 aparecen en la region cervical; el segundo arco
branquial aparece; la curvatura reversa del cuerpo tiene lugar; la
superficie dorsal del embrién se vuelve convexa. La cola se pliega
y la pared lateral del cuerpo toma forma plegada, los procesos
maxilares aparecen.

11-12

Aparecen los somitas 21-33 en las regiones toracicas y lumbares,
los brotes de los miembros anteriores aparecen seguidos por la
aparicion un dia y medio después de las extremidades
posteriores. Los arcos branquiales 3ro y 4to aparecen, los
procesos nasales laterales y mediales son reconocibles, los hoyos
olfatorios son formados, el sinus cervical empieza su desarrollo.

12-13

Los somitas 3445 se forman en la regién caudal. Los procesos
mandibulares, maxilares y fontonasales son prominentes. Los
procesos maxilares han crecido por detras de las vesiculas
épticas para encontrarse con los procesos nasales laterales. Las
muescas nasolagrimales se forman, los procesos nasales
mediales y laterales entran en contacto y empiezan a fundirse ios
hoyos ventrales con los nasales. Los arcos mandibulares
empiezan a emerger para formar la mandibula inferior, el sinus
cervical se empieza a cerrar, los oteros auriculares aparecen
sabre los arcos mandibulares.

13-14

Se desarrollan los somitas 46-51. El sinus cervical se cierra. Los
conductos auditivos externos se desarrollan provenientes de la
primera hendidura visceral. La boca es estrecha, los oteros
auriculares aparece sobre los arcos hioideos, las yemas de las
extremidades anteriores entran al estado de remo o paleta
sequidos en brevedad por las yemas de las extremidades
posteriores. La herniacién umbilical normal empieza, aparece el
parpado superior, los procesos maxilares se fusionan con los
procesos nasales mediales para formar el labio superior.

14-15

Estan presentes los somitas 52-60, pero su identificacion se
vuelve dificil. La papila vibrissary aparece sobre los procesos
maxilares, las condensaciones digitales empiezan en las
extremidades de las yemas en el dia de las extremidades
traseras. Los parpados inferiores se forman. Los arcos ioideos y
mandibulares emergen por debajo del canal auditivo externo. Las
orejas empiezan a formarse, las nares externas estan totalmente
direfenciadas. El cuerpo se desenrolla de su forma en C. Los
primeros cartilagos esqueléticos aparecen en las costillas. El
primer centro de osificacion aparece en la mandibula.
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1516

Estan presentes los somitas 61-65, parecen las papilas para el
pelo en el tronco, la mayoria de los huesos en el cuerpo son
identificables.

16-17

Los digitos estdn compietamente separados en las plantillas
anteriores.

17-18

La hernia umbilical empieza a retirarse, el pinnae cubre los
conductos auditivos, los digitos estan completamente separados
en las plantillas posteriores.

18-19

Los parpados se fusionan, la hernia umbilical se retira
completamente.

Sistema nervioso.

Dia de gestacidn

Eventos relevantes en la organogénesis.

8-9

Aparece la placa neural.

9-10

Se forman los pliegues neurales 'y se-comienzan a fusionar en la
regién de los somitas 2-6. La cresta neural es formada en la
conjuncién de los pliegues neurales y la superficie del ectodermo.
Evaginaciones 6pticas aparecen en el prosencéfalo.

10-11

Esta presente el cerebro de tres vesiculas, el prosencéfalo,
mesencéfalo y el rombencéfalo, aparece el infundibulo -como una
depresion en el piso del prosencéfalo, aparecen las placodes dticas
y se empiezan a hundir debajo de la superficie. El ganglio cerebral
inicia su formacién, las vesiculas dpticas contactan la superficie del
ectodermo. El tubo neural es cerrado excepto en los neuroporos
anterior y posterior. La tabaquera de Rathke empieza su crecimiento
del techo de la futura boca.

11-12

El cerebro de cinco vesiculas esta presente, el telencéfalo,
diencéfalo, mesencéfalo, metencéfalo y ei mielencéfalo. El
neuroporo anterior se cierra seguido de manera cercana por el
posterior. Las copas épticas empiezan a formar dos capas. Las
lentes placodes se forman., las vesiculas dticas se cierran y el
conducto endolinfatico aparece, las placodes olfatorias aparecen y
empieza su transformacion en agujeros olfatorios. El pouch de
Rathke hace contacto con el infundibulo, formando el primordio de
la hipéfisis; en el diencéfalo el hipotdlamo es diferente del érea
taldmica dorsal.

12-13

Los hemisferios cerebrales estan presentes, la fisura coroidea es
identificabls, la porcién auditiva del ofda interno est4 en desarrollo, y
el primordio del utriculo, el saculo y la coclea son reconocibles, los
conductos endoliniaticos se separan de las veslculas dticas.

13-14

Los primordios de los canales semicirculares se estan formando. El
primordio del cerebelo astéd presente como una placa gruesa en el
metencéfalo, los plexos coroideocs aparecen en el primero, segundo
y cuarto ventriculos, las vesiculas de los lentes completan su
formacidn y comienza su separaciéon de la epidermis.

15-16

El plexa coroideo aparece en el tercer ventriculo.

16-17

La fisura coroidea esta cerrada complstamente.

- 19-20

En el mesencéfalo, el cuerpo cuadrigémino es reconocible.
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Dia de gestacion

Eventos relevantes en la organogénesis.

8-9

El primordio cardiogénico aparece en el mesodermo enfrente de la
placa oral.

9-10 *

Empieza la fusién bilateral del primordio cardiogénico de manera
ventral hacia el intestino anterior; el arco aértico esta en formacién;
el corazon tubular simple se forma y empiezan las contracciones
esporadicas.

10-11

Un corazén de forma en S esta presente, los arcos adrticos Il y il
aparecen; las venas cardinales, umbilicales y vitelinas pueden ser
reconocidas; el atrio, el ventriculo y el sinus venoso pueden ser
identificados, la circulacién embrionaria es establecida.

11-12

Los arcos aérticos lil y IV estan bien desarrollados, los arcos | y |l
estan en regresion; el septum interventricular inicia su formacion, el
septum primum aparece en el atrio.

1213

El arco adrtico IV se desarrolla; la unién atrioventricular ventral y
dorsal se forma; la punta del septo truncoconal aparece e inicia su
fusion.

13-14

El septum primum se completa y se forma el foramen secundum; la
union atrioventricular esta fusionandose.

1415

La Aorta es separada de la arteria pulmonar, el canal
atrioventricular es dividido.

15-16

Los arcos adrticos son transformados a su configuracién adulta, el
corazén se encuentra totalmente dividido, excepto por el foramen
ovale.

Sistema urogenital.

Dia de gestacion

Eventos relevantes en la organogénesis.

8-9

Se forma el mesodermo intermedio, que es el precursor del
sistema urogenital.

9-10.

Las células germinales son identiﬁcébles en el epitelio de! saco
vitelino.

10-11

Las puntas nefrogénicas aparecen como condensaciones en el
mesodermo Intermedio, los conductos pronéfricos empiezan su
formacién en el lado dorsal de las puntas nefrogénicas, las células
germinales empiezan a migrar del saco vitelino, entrando al
intestino distal y mesenterio.

11-12

Se desarrollan los primeros tubulos mesonéfricos, los conductos
mesonefricos alcanzan la cloaca, pero la luz no esta abierta en su
longitud total, las puntas gonadales parecen mediales con
respecto a las puntas mesonéfricas, las primeras células
germinales entran a las puntas gonadales.

12-13

La luz de los conductos mesonéfricos se vuelven confluentes con
el lumen de la cloaca, el diverticulo ureteral aparece y cada uno se
rodea de una capa de mesénquima, el balstema metanéfrico; sl
mesonefros alcanza su mayor desarrollo y empieza a degenerar;
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las células germinales terminan su migracién hacia la génada
indiferenciada; el pliegue urorectal empieza la particion de la
cloaca.

113-14

Las génadas empiezan su diferenciacién sexual, los conductos
paramesonéfricos empiezan a formarse como invaginaciones del
epitelio celémico; el tubérculo genital se forma.

14-15

Las gonadas son identificables como ovarios o como testiculos;
los riflones empiezan su ascenso.

15-16

Los conductos paramesonéfricos alcanzan el sinus urogenital, los
testiculos empiezan su descenso, la cloaca esta dividida en sinus
urogenital y en el recto.

17-18

El glomérulo renal y los tabulos son reconocibles, la acumulacién
de liquido empieza en el rifién, las pelvicillas y los célices renales
estan dilatados, los rifones estan en su posicién final, los
conductos paramesonéfricos sé unen para formar el canal ttero-
vaginal.

18-19

Todo el mesonefros degenera, excepto por las porciones| -
apropiadas por la génada masculina.

19-20

Los testiculos descansan de manera lateral a la vejiga y cercanos
a la pared de la pelvis, el conjunto heterélogo de conductos
genitales ha desaparecido en su mayoria, las vesiculas seminales
aparecen sobre las paredes laterales de los conductos deferentes;
las yemas prostaticas crecen fuera de la uretra.

Sistema digestivo.

Dia de gestacion

Eventos relevantes en la organogénesis.

9-10

El intestino empieza a formarse.

10-11

La membrana oral se rompe; el septum fransversum esta en
posicién ventral con respecto al intestino anterior; se forma el
diverticulo hepatico; la primera bolsa faringea esta presente; el
primordio tiroideo aparece como una tumba en el piso de la
faringe, el intestino terminal empieza su formacién.

11-12

La ranura laringotraqueal aparece, el primordio del pancreas
dorsal esta presente, es reconocible el estbmago; la segunda y
tercera bolsa faringea son identificables, las yemas de los
pulmones se forman, los cordones del higado empiezan a
formarse.

12-13

El pliegue pleuroperitoneal aparece, la cuarta y sexta bolsa
faringea se forma; la yema pancreatica ventral se forma; el
primordio del paratiroides, el timo y el dltimo cuerpo branquial
estan presentes, la division de la cloaca inicia.

13-14

La herniacién umbilical inicia; el primordio pancreético dorsal y
ventral se fusionan; los procesos palatinos aparecen en los
procesos maxilares; el paladar primario primitivo se forma sobre
el proceso frontonasal y se empieza a fusionar con las placas
palatinas; los nares posteriores se vuelven visibles; el piso de la| .
boca es formado por un proceso mandibular emergente, el
primordio de la lengua aparece.
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14-15 Las ranuras labiodentales aparecen, el higado adquiere su
. configuracién adulta, y los tejidos de islotes pancreaticos se
desarrollan.

15-16 La cloaca se divide en el sinus urogenital y en el recto., se
completa el diafragma con el cierre de los canales
pleuroperitoneales, la membrana anal se rompe.

16-17 Las papilas aparecen sabre el dorso de la lengua, las placas del
paladar son elevadas y la fusién se inicia.

17-18 La hernia umbilical es removida, la fusion del paladar es
completada.

18-19 La hemia umbilical desaparece.
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APENDICE B. Ciclo estral de la rata

Diestro. En el campo microscépico aparecen abundantes leucocitos y muy
escasas células epiteliales de la capa basal.

Proestro. Esta fase coincide con un gran aumento del tamafio del ovario,
debido a la presencia de abundantes foliculos. Ademas en la vagina se
aumenta un progresivo engrosamiento epitelial. En el frotis se presentan
escasos leucocitos (-10%) abundantes células epiteliales de nlcleo
redondeado y vouminoso con citoplasma basdfilo (+60%), y algunas pero
muy escasas células cornificadas de los estratos superiores (-30%). En la
rata esta fase dura aproximadamente unas 12 hrs.

Estro. Coincide esta fase con el maximo aumento de actividad estrogénica.
Microscépicamente se observan escasos leucocitos (-10%), muy pocas
células epiteliales (-25%) y un gran aumento de células comificadas, con
nucleos picnéticos y citoplasma eosindfilo. En esta fase pueden observarse
imagenes en forma de “hojas de helecho”, tipicas de la cristalizacién del
moco vaginal.

Metaestro. En esta fase se inicia la regresién del epitelio vaginal,
coincidiendo con la presencia de cuerpos lGteos en el ovario. Paulatinamente
van desapareciendo las células cornificadas y aumentando los leucocitos y
las células epiteliales de capas basales — nucleo redondeado y menor
basofilia que en la fase de proestro. Esquematicamente, se puede decir que
las células mas superficiales (cornificadas) son de gran tamafio, su
citoplasma es eosindfilo y su nicleo picnético, mientras que las células mas
basales son de menor tamafio, su citoplasma es baséfilo y su nucleo
redondeado, bastante voluminoso.
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APENDICE C. Control del medio ambiente para el modelo experimental

TEMPERATURA. Las instalaciones de animales del laboratorio ya sean
para reproduccién o experimentacion, deben mantener una temperatura
estable dentro de los cuartos, misma que oscilara de los 16-26°C.
(Referencia, temperatura tomada con termémetro de bulbo seco).
HUMEDAD RELATIVA. Las instaleciones que alojan animales de
laboratorio, deben proveer una humedad relativa entre el 40 y 70%.
VENTILACION. Las instalaciones para animales de laboratorio deben
poseer un sistema de ventilacion eficaz, que permita un recambio de aire
ambiental que cubra un rango minimo de 15 a 18 recambios de aire total
por hora. El sistema debe funcionar ininterrumpidamente las 24 horas del
dia, a fin de favorecer una definicion ambiental aceptabie que no afecte
negativamente la salud animal y la respuesta experimental,
ILUMINACION. Las instalaciones del bioterio estaran iluminadas
mediante luz artificial tipo luz de dia usando lamparas florescentes. El
control de los ciclos de luz se afectuara por medio del uso de relojes
interruptores automaticos, ajustados de acuerdo con las necesidades de
los animales en cuestién. La intensidad luminica no debe exceder de
1,345 limenes para el desarrollo de tareas generales de limpieza,
observacion y registro dentro de los locales. Sin embargo, debe
considerarse la recomendacién de mantener 300 limenes de intensidad
luminica, para areas de alojamiento de roedores.

RUIDO. Las instaleciones dedicadas al alojamiento de animales de
laboratorio deben contar con dispositivos de contencién y control de ruido
en equipos rodadles, carros de servicio y en areas que generan ruidos
excesivos, ya sea de lavado o bien de especies como perros y primates
no humanos. La intensidad del ruido no debe ser mayor a 85 dB. El
control anterior debe ser alcanzado mediante buenas précticas de
cuidado animal y la orientacién del personal de apoyo.
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