UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE MEDICINA

EFECTO DE LA PRE-INMUNIZACION CON VECTORES
ADENOVIRALES SOBRE LA EFECTIVIDAD
TERAPEUTICA Y LA TOXICIDAD DE LA
TERAPIA GENICA ANTITUMORAL

Por
M.C.P. ANDRES HERNANDEZ GARCIA

Para Obtener El Grado De DOCTOR
Con Especmhdad En Biologia Molecular

MONTERREY, NUEVO LEON
JUNIO DEL 2002






T

1111111111



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE MEDICINA

EFECTO DE LA PRE-INMUNIZACION CON VECTORES
ADENOVIRALES SOBRE LA EFECTIVIDAD TERAPEUTICA Y LA
TOXICIDAD DE LA TERAPIA GENICA ANTITUMORAL

POR
M.C.P ANDRES HERNANDEZ GARCIA

Como Requisito Para Obtener El Grado De DOCTOR EN CIENCIAS
Con Especialidad En Biologia Molecular E Ingenieria Genética

MONTERREY, NUEVO LEON
Junio del 2002



0

M 2o
3

.GAS

H



EFECTO DE LA PRE-INMUNIZAC[ON CON VECTORES ADENOVIRALES
SOBRE LA EFECTIVIDAD TERAPEUTICA Y LA TOXICIDAD DE LA TERAPIA
GENICA ANTITUMORAL

Aprobacidn de la Tesis:

Ao

DR. HUGO Al BERTO BARRERA SALDANA
Director de Tesis

DRA. HERMINIA G. ART R%RI UEZ
Comisddon de Tesi

DR. JUAN FRANEISCO GO 4ALEZ GUERRERO
ision de Te

DE. JACINTO ESTEBAN MARIA

Comision de Tesis
% ‘

DR. GERARDO[VELAZCO CASTANON
Comisidn de Tesis

Qorund

DR. DIGNICIO A. GALARZA DELGADO
Subdirector
de Investigacidn y Estudios de Posgrado




TABLA DE CONTENIDO

X RIBEITI CTLON s rosnsrmosanss-smscsamsanmestssrssmmpsesaoms s s sess eI SRSt RSP SRR S AR iv
Listd A8 ADIEVIATUTES o1vueveirirssasssssasasssssasssesmmnmnsss erssssasansmmarsssansssssensmanemssesbsssescs seseesatbnmeenesstnsassess inecenmestsns v
Rianti e FTRUEER . oumvousicossuamensinn s somsmovacossass saomessssman o3 SRR s 435 T e o A 5 S PS4 S ATV S5 vi
RESUDBN ..o vsvsasssssssivwrs TR DR — o ST vii
L INTRODUCCTION. ......coooeeieeeectcecees s eeremesessstesssssssssasssssssesssesesmsmssas s ses sesessssssenmsananssnsessonsssasasesssnsan 1
1.1 La Terapia Génica: Una Innovadora Estrategia TerapeuliCa . ...corveeeerrorocrriicecrnnvssereercreissesssssesenss b
1.2 Terapia Génica Ex Vivo....cccveenriviricas T, 1
1.3 Terapia Génica In Vivo .. - A A T B s
1.4 Les Primeros Intentus En El Campu De La Terapla Gemca ................................................................ 3
1.5 El Surgimiento De Normas De Bioseguridad Para El Mancjo Del ADN Recombinante...........couenns 3
1.6 Requisitos Para Iniciar Un Progruma De Terapia GEnica.......c..cccovrmmrmererircnvinnnnssssssnresssnonnncsnsenns &
|.7 Estrategias Para La Transferencia GEniCa............ooarusssuisiiinincnionisssnsanieses T Ty 5
1.8 Definicién De Vector ... T ——
1.9 Retrovirus Como Vecmres En Terapla Gemca .................................................................................... 6
1.10 Adenovirus Como Vectores Recombinantes En Pratocolos De Terapia GEnica....coveveeeevininnanennn 9
1.1l Ventajas De Los Vectores Adenovirales En Terapia GEnica....cvccvccrcerirnnsinirvommensesssnnsnnons 12
1.12 Principales Inconvenientes De Los Vectores Adenovirales.........covecviiiciinccimscrmnsesisinnnsanene 14
1.13 La Terapiu Génica De Los Trasturmnas GENEUCOS v iverirseriiiiinniiamisssssmsassssiosiessarsissssssssssssnsressesessens 14
1.14 La [Ferapis CEnigf S . L1 LG usssmersammmomssmsssnsninsimissisis s siss el ss s aimenvinisisississ 15
1.15 Terapia Génica/Profilactica (Geneprofilagis)e:....rupmwescns sisfhs s comgumics soivns reqgupeevapmmses 1111231 0ee 18
2, ANTECEDENTES ..o oot iaressaesssssssss i tossasssnssssses s e orssssmnssvosssers sasssissssvesasssnss S 19
3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y ETAPAS EXPERIMENTALES ..o 22
4, JUSTIFDCACIIN. ool el ssossssssnsssessssbssnssssiss s ot 15+ o . N T — pL
o 6 5L TN T e .. e SO e, ORI, IO OO
6. OBJETIVOS......ccooov i inmnemreniennns Ceveererrenereaeet s nnenenanssens e —— vesserssr e nanaas 31
6.1 Obijetivos Generales oy A Tobemdie ol o B T b B Beenes ooty Tt oo T o e T Bt N/ el o B Bran et e 31
6.2 ODJEtiVOs PATICULATES .ov.vv.viiirurveraranstinmssiinienerssssssesesiasassstostsnsaessssessssssse shasasaves sresssssimnmnnsnsesssisseses 31
7 1 Matenial .. LR Lol LN L g FH N R AL d Qe B L B oLl s\ Dyosssssssssaissssnss. 93
7.1.1 Virus y Vectores .............................................. OO TP DRSO 33
7.1.2 Animales... PO O OO OO OSSOSO SUUR PP OURURPPRPPPRRL 1.
7.1.3 Lineas Celulares .............................................................................................................................. 34
1.2 Métodos... PR -
7.2.1 Ensayo De Ellsa (Enzyme-Lmked I.rnmunosorbent Assay) ............................................................ 34
7.2.2 Ensayo De Neutralizacién (Adenovirus Neutralization ASSaY) ........cieecesenessreorsinccscsrsnsassrnes e 35
7.2.3 Ensayo De La Proteina Verde Fluorescente (GFP-ASSAY)....co......co.cvemmmnerensemstonsieersasssncsensensnsces 36
T2 Birsayo e LGl Ormem . .cuvississsissmmns@ismmitinbinmmmiiifessnoniianssnssransiiiinssards oisimo s nmsmnsd 408 immnnd i 38
TodD TURLOTIEEIIENIS uunuuvasnossissasoussmnsssssssssins cooissssnsssass st 55 Es a4 s A AR eSS S5 39
7.2.6 Recoleccion De Tejidos ... G SR SRS |
7.2.7 Recoleccion De Muestras De Suem .............. OO PSP 39
T.2.8 ANALSIS ERZIMALICOS . veuevrrmvieesnssecaisesssesssensrosensns s sssnessssssrsssesisesssasessessmsnssassassesssesesensosmsnsesesse 39
12,9 Eatudio AnatOmopatolOBIR0 i ssiseismssinssossyaomsmmmmssisssissssssmimpsssniniisssssamosers 30
= 210 Andlisis EStadiStions o o rmmsmsmasmmisamsisasssanmssis i 30

i



7.2.11 Disefio Experimental De La Primera Etapa De Investigacidn ... dise w— |
(Evaluacién del Efecto de la Inmunidad Humoral Sobre |2 Transferencm y Expremén
de los Genes Reporteros)

7.2.12 Diseiio Experimental De La Segunda Etapa De Investigacin ........cccieseesessassmrsmsecsonseessessessnss 43
(Investigacion De Los Efectos De La Inyeccién Intratcumoral De Dosts Crecientes

De Adenovirus En Ratones Normales Y Preinmunizados.)

7.2.13 Diseiio Experimental De La Tercera Etapa De [nvestigacion.... s IR =
(Disminucién De La Inmunogenicidad De Los Vectores Adenovlrales A Traves De Su
Encapsulacidn ( Pegilacién ) Con Polimeros De Polietilenglicol.)

8. RESULTADOS... -
8.1 Evaluacidn del Efecto dc la Inmumdad Humoral Sobre la Transferem:la y Expremén de los Gcnes
RUEPOIIEIOS s e vnosuinenommramnosn snicton seganemes sueere e soN sy s Wasns id S0 KI5 o5 00 T T T OORNATTRAAS ST IYSS 47

8.2 Investigacion de las Efectas de la In yeccmn Intratumoral de Dasis Crecientes de Adenovirus en
Ratones Normales y Preinmunizados.

.................................................................................................................................................................. 57
8.3 Desarrollo de quuemas para Disminuir ia Inmunogenicidad de los Vectores Adenovirales......... 65
9. DISCUSION.... T SRS

10, CONCLUSTONES oot sooseseseessesssssseeeseses s sesssesmeeeseeeeses s ssssseesessseessns T8
11 BIBLIO G RAF A oo e eeseeessasmeesss s ssessmemsameesesssessesssssssmemsmsesmeeameeenesasetansestossmenes TT

i



AGRADECIMIENTOQOS
A MIMADRE, en reconacimiento a su abnegacidn, temura y calidad humana.
A MI PADRE, el Sr. Andrés Heméndez Garcia. Con admiracion y cariiio
A quien es motivo de mi vida, mi alegria y mis mds puras sentimientas, MI ESPOSA
Patricia de la Pefia de Hernédndez.
Para MIS HJOS: Alessandra, Andrés, Alberta y Alejandro, quienes son el fundamento de mis anhelos,
mis principios, mis propdsitos y mi futuro.
A MIS HERMANGOS con ¢l desea de que continden en el camino de la honestidad y la humildad.
Para el Dr. Hugo A. Barrcra Saldafia, con gratitud por su irrestricto apayo moral y por depasitar su
cunfianza en mi formacién profesional, distinguiéndome con su desinteresada armistad.
Al Dr. Estuardo Aguilar-Cordova, por brindarme la oportunidad de culminar mi trabajo de tesis dentro
de su laboratoric y ensefiamme los innovadores métodos de la terapia génica. en un ambiente de amistad,
cordialidad y entusiasmo.
A la Doctoras Herminia G. Martinez Rodriguez y Agnes Revol dec Mendoza por su amistad, interés y
comprension a lg largo de mi formacidén profesional dentro de la ULIEG.
A la comisidn de Tesis: Dr. Hugo A. Barrera Saldaria, Dr. Augusto Rojas Martinez, Dra. Herminia G.
Martinez Rodriguez, Dr. Gerardo Velazco Castaiién, Juin F. Gonzélez Guerrero y Dr. Jacinto Esteban
Maia.
Al Ing. José Maria Fraustro Siller, Actual Subsecretario de Educacién Publica y Ex-Rector de la
Universidad Auténoma de Couahuila, por su distinguida amistad e inquebrantable apoyo durante los
mormentos més dificiles de mu desarrollo profesional.
Al Dr. Jesis Ancer Rodriguez, Director de la Facuitad de Medicina de la UANL por sus oportunas
palabras de aliento, compaiierismo y amistad demostrados durante esta importante etapa de mji vida.
A los funcionarios de la U.A. de C. Lic. Mario A. Ochoa Rivera, Ing. Jesis Mendoza Rodriguez, y Arq.
Javier Reyes Engstrom, por su amistad y todas las atenciones recibidas.
A MIS AMIGOS de Houston Texas y a todos los integrantes del Gene Vector Laboratory por hacer mi
estancia en los USA agradable y placentera.
A mis amigos de la ULIEG, por la solidandad mostrada durante la realizacion de mis actividades de
investigacion.
A la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, Universidad Auténoma de Coahuila y al Consejo Nacional

de Ciencia y Tecnolugia por el apoyo otorgado durante 1a realizacion de mi Doctorado,

iv



LISTA DE ABREVIATURAS

ADA: Enzima Adenosin-deaminasa.

ALT: Enzima Alanin Amino Trans{erasa.

APSE Antigeno Prostdtica Seroespecifica.

AdVFTZMS59: Adenovirus carente de genes que codifican para proteinas reporteras.
AdV-GFP: Adenovirus portador del gen que codifica para la proteina verde fluorescente.
AdV-Luc: Adcnovirus portador del gen que codifica para la enzima lucifcrasa.
AdV-Luc+MPEG: Adenovirus recubierto con mono-metoxipolietilenglicol.
AdV-Luc+TMPEG: Adenovirus recubierto can tresil-monometoxi polietilenglical.
AdV-5: Adenovirus recombinante tipo S

cADN: Acido Desoxitribo-Nucléico complementario

ALP: Enzima Fosfatasa Alcalina.

AST: Enzima Aspartato Amino Transferasa.

CFTR: Regulador de Conductancia Transmembranal de la Fibrosis Quistica.
CMV: Citomegalovirus.

CPE: Efecto Citopdtico.

ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay.

env: Gen que cadifica para los componentes de la envoltura del vinidn.

FSK: Células murninas del epitelio mamario.

gag: Gen que codifica para una poliproteina destinada a formar la cubierta interior del retrovirus.
GCV: Ganciclovir,

GFP: Proteina Verde Fluorescente.

GVL: Gene Vector Laboratory.

HSV-TK: Virus del Herpes Simple portador del gen de la Timidia Kinasa
[L-2: Interleucina 2,

[T: Intratumoral.

pol: Gen que codifica para la enzima transcriptasa reversa.

LTR: Long Terminal Repeats.

Luc: Luciferasa.

MEM. Medio de cultivo esencial minimo

MPEG: Monometoxipolietilenglicol.

NLH: Institutos Nacionales de Salud.

PBS: Amortiguador de fosfatos (Phosphate Buffer Solution)

PEG: Polietilenglicol.

UCLA: University of California-Los Angeles.

RAC: Recombinant DNA Advisory Committee.

RAG-2: Cepa de ratones inmunodeficientes.

RPM: Revoluciones por minuto.

RSV: Virus del Sarcoma de Rous.

SMH: Sistema Mayor dc Histocompatibilidad.

SNC: Sistema Nervioso Central.

TCID50: 50% de la dusis infectiva en cultivo de tejido.

TM40-D: Linea celular que produce tumores mamarios en el raton.

TMPEG: Tresil-mono metoxipolietilenglicol.

TK: Enzima Timidin Kinasa.

V.P/tumor: NUmero de particulas virales por tumor.



LISTA DE FIGURAS

PAGINA

Figura |. Estrategias de terapia génica. .o S——— A —— S— w2
Figura 2. Genoma REOVITAL. ... .o o iriere e crsanaramsn st senssesssssssmss s ss s cecamenmranssss assss nenscacsmsensansns 7
Figura 3. Mecanismo de integracion de REtTOVIIUS ......cc.c.oovveiiveeseraennerinin oo ssmrrmsesesans rne e esnmemrsnnseses 8
Figura 4. Fabricacién de adenovirus recombinantes. ... .oieeciiassensesarssrerasiasenins R RS 12
Figura 5. Mecanismo:de accidn del GanciClavil... . usuwesmnwsmimsisnmsiomsisisissssiumssssamssmmasessisssssmsissssss 17
Figura 6. Terapia GENICa PLOMIIACUCE ..vvuvreerrrrenssinsesessnnsiniscescosassasnsserasssssrasss ssssseassasenmmnsss soossessssesansansnsas 19
Figura 7. Interferencia inmunoldgica en la terapia génica con vectores adenovirales..........c....cccevueneeee. 21
Figura 8. Patrén de diseminacidn y hepatotoxicidad de un AdV-vector que codifica para luciferasa ..... 23
Figura 9. Escenarios de hepatotoxicidad en un modelo murino portador de un tutnor vascularizado .... 24
Figura 10.Inyeccion Intratumaral dc Megadosis de Adv-Luciferasd. ..........ooocviiiiieivicninnnenirenisns 25
Figura 11. PEGilacion de Adenovitus. ....oveiiicccessmemsenanniincas e eeeea TR e sRe v RO SRe prsa et es e — 27
Figura 12. Representacidn esquem4tica del ensayo de ELISA... & SR, . » |
Figura 13. Microfotografia de c€lulas tumorales transducidas con AdV-GFP ......................................... 37
Figura 14. Representacion esquemitica del ensayo de LUCITEIESE «cvueiwreriiniiiimmenmasaessiisiresseassssassass 38
Figura 15. Disefio Experimental de 1a PRimera Elapa......ccoc oo msimsssenserssns s 41
Figura 16. Estrategia General de la Primera Etapa ........ S 42
Figura 17. Estrategia General de 1a Segunda Btapa ......c...ccoveioveecrensnneceivoneiinmeranconeesseessesinins coisvrerress 44
Figura 18, Estrategia General de la Tercera Etapa.... sereasmensasrnsnsarsassesssassasavares H0
Figura 19. Gréfico de los Titulos de Anticuerpos Comra rAdV S Por ELISA ......................................... 48
Figura 20, Titulacién de Anticuerpos Neutralizantes en contra de rAdv-5 .. NS e Y
Figura 21. Actividad de Luciferasa en ¢l Grupo Control durante los dias 16 21 y 28 50
Figura 22. Actividad de AdV-Luc en Ratones Normales y Preinmunizados... (WO SRR .
Figura 23. Expresion Intratumoral de AdV-Luc en los grupos de estudio ... N U D |
Figuras A, B y C. Expresién de la Proteina Verde Fluorescente en dlfcrcntcs grupOs 53
Figura 24, Actividad de Luciferasa en los tres grupos de estudio.... B |
Figura 25. Actividad de Luciferasa cn el grupo de animales premmumz.ados S————————
Figura 26. Expresion de AdV-Luc como una funcidn de la dosis

en animales Controles .. EO—— . i |
Figura 27. Expresion de AdV-Luc como una func10n de Ia dOSIs en amma.lcs

Preinmumizados ..o Tk Netesldelibes dedbosidadddddisck Sartodi i hahacodadmiiniiomsaesinesess 58
Figura 28. Expresi6n de Luciferasa en Animales Preinmunizados e Inoculados

Con Dasis Crecientes de AdV/Luciferasa... s ARUp——— .|
Figure 29. Tasa Tumor/Higado de Expresién de AdV- Luc en Ratoues Control evseresrecessasasnasases 00
Figura 30 Tasa Tumor-Higado en el Grupo de Ratones Preinmunizados .. SSCSRRR . |
Figura 31, Titulos de Anticuerpos en relacién a las dosis crecientes de AdV-Luc ................................... 62
Figura 32. Hepato-Toxicidad de Adenovirus... e s DD
Figura 33. Titulos de Enzimas Hepaticas en los Gmpos de Estudlo .................................... D R— 64
Figura 34. Titulos de Anticuerpos en contra Adenovirus Encapsulados

con polimeros de Poli-etilen=glicol ...........cccecerueeriries i siarsarsnesnnienessesreessnssmvaesases e sessnsssnsases 65

Figura 35. Actividud de Luciferasa en Dia 16 en Ratones Preinmunizados cun

AdV-FT2M359 y Adenovirus Encapsulados con Polimeros de PEG.........c.cccocvecveniiiiiiiinnnn. 67
Tabla L. Titulacién de Anticuerpos en cantra de rAdv-3 por ELISA .....cccviivicivvinesmesmmmnninisinsnses 48
Tabla. 2 Titulacién de Anticuerpos Neutralizantes en contra de rAAV-5 ... cvimnnini . 49

vi



RESUMEN

Ardrés Herndndez Garcia Candidato para obtener el grado de Doctor en Cicnclas con
Universidad Autdnoma De Nuevo Ledn Especialidad en Biologia Molecutar e Ingenier(a Genéticu.
Facultad de Medicina

Fecha de Graduacién: Marze del 2002 Niamero dc Piginas; §3

Area de Estudio: Terapia Génica e Inmunologfa de loy Veclures Adenovirales.

T{twlo del Trabajo: “EFECTO DE LA PRE-INMUNIZACION CON YECTORES ADENQVIRALES SOBRE LA
EFECTIVIDAD TERAPEUTICA Y LA TOXICIDAD DE LA TERAPIA GENICA ANTITUMORAL™

Objectivo: Determinar si la inyeccidn intratumoral de adenavirus portadores de genes reporteros induce, g no, la pruduccion
de anticuerpos en contra del vectar, y establecer si |2 presencia de éstos influye en la efectividad terapeutica y toxicidad de la
lerapia génica del cincer mediada por vectores adenovirales.

Material y Métodoy: El modelo animal de taboratoriv utilizade, consistié de una fenocopia de tumores ortotdpicos en
ratones Balb/c. Cada animal fue noculado via subcutinea con células TM40-1) a una concentracian de | X 0% Después de 3-
4 semanas de tumorigénesis, los animales experimentales fuerom tumunizados por la inyeccion intra-tumoral de dos
diferentes vectores virales ( ADV-GFP o AFTZMS59) a una dosificacion de 1X 10" particulas virales (v.p) /20 pl; mientas
que al grupo contral se le inyectd con PBS. Catorce dias mds tarde, ambos grupos de animales recibieron una inyeccion
intratumoral de un nuevo vector portador del gen de la luciferasa (AdV-Luc), con un rangu de dasis que fluctuo entre 2X10°
a 2X10" p.v./tumor. Los niveles de expresion de AdV-Luc dentro del tumor y en tgjidos normales fueron evaluados en
funcion del tiempo (dias 2, 7 y 14 después de la administracion de Ad¥-Luc) y a dosis administrada Para este prapésito, se
utilizo el ensayo de Luciferasa. Para la cuantificacion de anticuerpos contra Adenovirus se utilizo el ensayo de ELISA. Para
el estudio de cito-toxicidad, los tejidos fueron evaivados por medio de estudios enzimdticos y anaiomo-patoldgicos. Los
resultados fueron analizados por medto de un analisis de Varianza y |a prucba """ de Student.

Resultados: La preinmunizacién pravocd una disminucion significativa en la expresion de luciferasa en todos los tejidas,
principalmente dentro del tumor (23 X) y @ nivel hepatico (800 X), durante todos |05 tiempos de estudio. Sin embargg, en el
grupo control, no se observaron diferencias significativas cuando se compard la expresidn de Luc (en el dia 16) entre tumar,
higado, bazo y ovarios, lo cual indica la diseminacion sistémica del vector. Por otro lado. en los grupos de amimales pre-
inmunizados, la expresion de AdV-Luc a nivel umoral fue significativameante mayor comparada con higado ( 33 X ), bazo
( 131 X ) y ovario ( 55 X ). Los titulos de anticuerpos contra adenovirus fueron mds elevados en los animales pre-
inmunizados, indistintamente del tiempo de estudio (p<0.11). E| pico dc mayar clevacion sc observd 7 dias después de la
inyeccion de AdV-Luc en ambos grupos. El incremento de la actividad de luciferasa relacionado cun la dosiy, solo fue
ohservado en los animales preinmunizados. Especiticamente, se puda abservar un incremento 30 veces mayor en la actividad
de |uciferasa en los grupos de mayor dosificacion. Notablemente, la expresidn intratumoral de luciferasa en estos grupas fue
comparable von aquella observada en los znimales controles. En el grupe preinmunizado se notd una significativa
disminucion en la expresion hepatica de AdV-l.uc, comparada con la de los cantrales. Nin embargo, no se abservé ningin
incrementa relacionado con la dosis. A diferencia de los animales controles, todos los ratones preinmunizados exhibieron
evidencia histulogica de hepatitis, la cusl fue corruborada por un incremento en los titulus de las enzimas hepaticas.
Conclusiones: tn los animales no inmunizadas la diseminacién de las vectores adenovirales desde el sitio de la inyeccidn es
hoemogénea y de caracter sistémico. La preinmunizacion acasiona ura significativa reduccion en el qivel y duracidn de la
expresion de luciferasa. Esta disminucion es méds importante en ! higado, comparada ¢on la expresidn deatru del twmor. E|
uso de dosis elevadas de vectores virales en ammales con inmunidad pre-existente, restituye los niveles de expresion
intratumoral a niveles comparables con los observados en animales controles. Sin embargo, los fendmenos de toxicidad
hepética observados en los animales pre-inmunizados necesitan ser estudiados con mas detalle, debido a las emormes
implicaciones terapéuticas que los vectores adenovirales ticnen en el tratamiento del céncer.

Palabras Clave: Adenovirus, Terapia Génica, Prewnmunizacién, Toxicidad, Inmunidad pre-existente.

Ao—/

Dr. Hugo A Barrera Saldafia
Asesar
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ABSTRACT

Objective: Preimmunization to adenaviruses may influence the therapeutic effectiveness and toxicity of adenoviral-mediated

gene therapy for cancer. This study was undertaken to cvaluate the impact of intratumoral preimmunization on adengviral
vector expression and toxicity.

Materials and Methods: The levels and duration of adenoviral {AdY) vector expression was evaluated in a subcutaneous
mouse mammary cancer model of naive and preimmunized animals. BALB-C mice were injected subcutaneously with
syngeneic TM4G-D mouse mammary cancer cells (1 X 10° /50ul media). After 21 days of tumorigenesis, preimmunization
was achieved by intratumeral injection of a gutless AdV vector (1 x [0 "' v.p./tumor). Fourtcen days later both naive and
preimmunized groups of mice received an intratumaoral injection of AdV bearing the luciferase reporier gene (Ad¥-Lug), at
doses ranging from 2 X 10° 10 2 X 10 "' v.p/tumor. The levels of AdV-Luc expression in tumors and normal tissues as a
tunction of time (days 2,7 and 14 after AdV-[.uc injectian) and AdY dose, were assessed with the Luciferase assay, and
ELISA was used to quantitate AdY antibodies. Tissue histological changes and hepatic enzymes were used to evaluate
normal tissue toxicity. Statistical analysis was canducted using Student's T -Test and Analysis of Variance.

Results: Preimmunization resulied in statistically significamt lower luciferase expression in tumor (23-foid) and liver (8Q0O-
fold). Preimmunized aninials alsa demonstrated more pronounced decreases in liver luciferase expression by a migimum of
808-fold compared to tumor (minimum of 36-fold) at all time points. AdV antibady titers were higher in reimmunized
animals at all time points and maximally increased one week after AdV-Luc injection in both groups. AdV dose related
increases in intratumoral luciferase expression were observed only in preimumonized animals. Specitically, higher AdV doses,
above 2X 10 " v.p.ftumar, increased intratumoral luciferase expression to levels comparable (o those of naive animals. In
liver, significant AdV dose relaced luciferase increase by 4000-fold was observed only for naive animals while
preimmunization resulted in low levels of liver luciferase activity comparable to that of law dose naive group (p>0.424) In
contrast to naive animatls, all preimmunized animals developed histalegic evidence of grade 2-3 hepatic taxicity which was
also reflected by increases in the average values of hepatic enzymes.

Conclusions: A preferential decrease in adenaviral vector expression is observed in liver compared to tumer after
preimmunization, Higher adenoviral doses restore intratumotal adenoviral expression to levels comparable (o those of naive
animals. However, the hepatic toxicity observed in preimmunized animals geed to be further assessed due to the therapeutic
implications for the treatment of cancer with multiple courses of adenoviral-mediated gene therapy.

Keywords: Adenovinus, Gene (herapy, Preimmunization, Toxicity, Pre-cxisting immunity.

Or. Hugo ;. Barrera Saldada
Asesor

viii



ABSTRACT

Objective: Preimmunization o adenoviruses may influence the therapeutic effectiveness and toxicity of adenoviral-mediated
gene therapy for cancer. This study was undertaken ta evaluate the impact of intratumaoral preimmunization on adenaviral
vector expression and toxicity.

Materials and Methods: The levels and duration of adenoviral (AdV) vector expression was evaluated in a subcutaneous
mouse mammary cancer model of naive and preimmunized animals. BALB-C mice were injected subcutaneously with
syngeneic TM40-D mouse mammary cancer cells (1 X 10° /50p] media). After 21 days of tumorigenesis, preimmunization
was achieved by intratumoral injection of a gutless AdV vector (1 x 10 " v.pftumor). Fourteen days later both naive and
preimmunized groups of mice received an ingatumorad injection of AdV bearing the luciferase repurter gene (AdV-Luc), at
doses ranging from 2 X 10° to 2 X 10 ' v.p./tumor. The levels of AdV-Luc expeession in tumors and normal tissues s a
function of time (days 2.7 and 14 after AdV-Luc injection) and AdV dose, were assessed with the Luciferase assay, and
ELISA was used to yuantitate AdV entibodies. Tissue histulogical changes and hepatic enzymes were used to evaluate
normal tissue toxicity. Statistical analysis was conducted using Student's T -Test and Analysis of Variance.

Results: Preimmunization resulted in staustically significant lower luciferuse expression in tumur (23-fold) and liver (800-
told). Preimmunized animals also demonstrated more pronounced decreases in liver luciferase expression by a minimum of
808-fold compared to tumor (minimum of 56-fold) at all time poiats. AdY antibody titers were higher in reimmunized
animals at all time points and maximally increased one week after AdV-Luc injection in both groups. AdV dose related
tncreases in intratumoral luciferase expression were observed only in preimmunized amimals. Specitically, higher AdV doses,
above 2X10 ' v.p./tumer, increased intratumoral luciferase expression to levels comparable to those of naive animals, In
liver, significant AdV dose related luciferase increase by 4000-fold was observed ouly for naive animals while
preimmuaization resulted in low levels uf liver luciferase activity coruparable to that of low dose naive group (p>0.424). In
contrast to naive animals, all preimmunized animals developed histologic evidence of grade 2-3 hepatic toxicity which was
also reflected by increases in the average values of hepatic enzymes.

Conclusions: A preferential decrease in adenaviral vector expression is cobserved ir liver compared ' tumor after
preimmurnuzation. Higher adenoviral doses restore intratumoral adenoviral expression to levels comparable to those of naive
animals. However, the heputic toxicity abserved in preimmunized animals need 1o be further assessed due to the therapeutic
implications for the treatment of cancer with multiple courses of adenoviral-mediated gene therapy.

Keywords: Adenovirus, Gene Therapy, Preimmunization, Tuxicity, Pre-existing immunity.
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1. INTRODUCCION

Durante el dltimo siglo se han abservado dos importantes acontecimientos en la medicina: el primero de
ellus consiste en una disinucidén de los indices de morbi-mortalidad de las enfermedadss infecto-
contagiosas y los padecimientos quirirgicas a causa de la aparicién de mejores antibidticos, el
mejoramiento de las condiciones higiénico-sanitarias, un mejor desarrollo tecnolégico y del
mejoramiento de las técmicas de asepsia. Bl segundo deriva de una sarprendemte wmansicidn
epidemiolégica de la pirdmide dc poblacion que ha ocasionado un incremento en ¢l ndimero de
individuos pertenecientes 4 la tercera edad. La peculiaridad de estos acontecimientos ha provocado un
significativo incremento en la prevalencia de los padecimientos genéticos, neopldsicos y crdnico-
degenerativos”.

A pesar del incuestionable impacto sanitario y repercusiones econémicas de las enfermedades genéricas,
degenerativas y neoplésicas, su tratamiento es inadecuado y preponderantemente sintomético, por lo que
su evoluciéon es generalmente progresiva y el pronéstico, en un gran nimero de ellas, es
irremisiblemente fatal. Desde esta perspectiva, rcsulta 16gico comprender la creciente necesidad de
experimentar con nuevos métodos terapéuticos y wutilizar innovadoras herramientas tecnoldgicas que
permitan erradicar, o al menos controlar, los devastadares efectos que este grupo de padecimientos
ejercen sobre las poblaciones humanas,

1.1 LA TERAPIA GENICA: UNA INNOVADORA ESTRATEGIA TERAPEUTICA

La terapia génica es una innovadora estrategia dirigida a transportar, transferic y expresar genes
exogenos dentro de células de pacientes, con la finalidad de comregir principalmente defectos genotipicos
y modificar sus glteraciones fenotipicas.

En términos generales, la introduccidn de los genes de interés se puede conseguir ya sea tratando a
células extraidas del paciente (ex-vive), que luego son regresadas a €ste, 0 administrando el gen
tcrapéutica directamente en las células de inweés (in-viva) Ver la Figura. 1

1.2 TERAPIA GENICA EX VIVO

Esta estrategia consiste en la obtencidn de c¢éluias del paciente procedentes de un tejido u drgano de
interés, las que se someten a disgregacidn, cultivo y preservacion en condiciones de cultivo de tejidos.
Ahi, las células son ulteriormente transfectadas o transducidas con el "gen terapéutica”, utilizando para
cllo un vector adecuado. Luego, 1as células genéticamente madificadas son seleccionadas en funcion de
su capacidad para expresar el gen exdgeno de manera estable, Enseguida son propagadas y finalmente
reimplantadas en el paciente. También es posible utilizar lineas celulares alogénicas en aquellos
pacientes en los que por razones clinicas y/o funcionales, el 6rgang o tejido de interés no puede ser
extraido con facilidad u ofrece dificultades para su cultivo o mantenimiento en condiciones in vitra.



1.3 TERAPIA GENICA IN VIVO

El tratamiento esta basado en la administracién local o sistematica del gen de interés. Aunque el ADN
que constituye dicho gen puede ser administrado de forma directa, lo habitual es recurrir a la ayuda de
algiin vector que facilite la transferencia, entrada y localizacién intracelular del mismo. Asi mismo, es
posible recurrir a vectores que permiten la entrega selectiva del gen en un determinado 6rgano o tejido

tumoral, sin requerir para ello de procedimientos traumaticos o quirirgicos.

Figura 1. Terapia génica de células somiticas. En la terapia “ex vivo”, se extraen algunas células del
tejido afectado y se les inserta el nuevo gen sano, reinsertdndolas posteriormente en el tejido del que se
extrajeron. Alli se multiplican y expresan la nueva proteina funcional, corrigiendo el defecto. Mientras
que en la terapia “in vivo”, para introducir el gen sano es necesario utilizar los llamados vectores, que
conducen en la mayoria de los casos a través del torrente sanguineo, el material genético hasta las
t¢lulas afectadas. [Tomada de Friedmann Theodore (1997): Overcoming the obstacles to gene therapy: Scientific American: June; 80-85)



14 LOS PRIMEROS INTENTOS EN EL CAMPO DE LA TERAPIA GENICA.

El primer intento de tratar una genopatia en la especie humana se remonta al principio de la década de
los 70s, cuando el Dr. Rogers Stanfield inoculé papiloma virus a tres hermanos afectados por una
enfermedad autosdmica recesiva conocida como argininemia"a. Los pacientes que sufren de este defecto
congénito dej metabolismo presentan diplejia espdstica, convulsiones, hipotonia, hiperumonemia,
irritabilidad y retraso mcntal profundo. El defecto metabdlica deriva de un déficit enzimdtico en la
actividad de la arginasa eritrocitana y ocasiona un notorio incrementa en la concentracida de arginina en
el plasma y liquido cefalorraquideo. El fundamento de este innovador método de tratamiento deriva del
conocimiernto de que el virus del papiloma restablece las niveles de arginasa en células en cultivp
deficientes en esta enzima®®,

La aventurada accién de inocular seres humanos con vectores virales, desencadend debate y
controversia en la comunidad cientifica. Como el proyecto fue realizado antes de la constitucion de
comités de bioética a mivel mstitucional, no se viold ley alguna y no se efectuaron acciones pumnitivas en
contra del Dr. Rogers, ni de] grupo de médicos alemanes que lo asistieron, a pesar de que ¢l tratamiento
fuc infructuoso en varios intentos.

La benevolencia del hecho y la indulgencia de la opini6n cientifica contempordnea, incitd al Dr. Martin
Cline de la UCLA a intentar ser ¢l primer investigador en utilizar las técnicas de DNA recombinanic en
el campo de la terapia génica. Sin embargo, el final de esta historia fue diametralmente opuesto.*” ™

El Dr. Cline se desempefiaba como jefe del departamento de Hematologia de la UCLA en el afio de
1980, cuando intentd curar a dos pacientes Europeos afectados por talasemia. Su idea consistid en
insertar un gen recombinante que codifica para una hemoglobina normal, dentro de las c¢élulas de
pacientes afectados por talasemia. A pesar de que el tratamiente na ocasioné efectos deletéreos, fallé en
mejorar 1as condiciones clinicas de los pacientes.

Algunos aspectos €ticos, asi como procedimientos de {a practica clinica, fueron violados durante este
prutocolo, levantandose un _imyonenlc lorrente de comentarios y discusidn pablica sobre los usos y
riesgos de la terapia génica® ™. El comité para {a defensa de los derechos humanas de la UCLA
censurd el trabajo del Dr. Cline y ocasiond su renuncia a la jefatura del departamento de Hematologia,
ademds de la cancelacidn de dos subsidios & sus proyectos dc investigacidn'”. A pesar de ésto, continué

con sus actividades de investigacién dentro de la UCLA,

El corolario dc este lamentable cpisodio, fue el surgimiento del axioma popular acerca de que la
utilizacion de DINA recombinamte en los seres humanos, debe ser controlada a través de un marco
juridico y/o Comités de Bioética y Bioseguridad que regulen su aplicacién.

1.5 EL SURGIMIENTO DE NORMAS DE BIOSEGURIDAD PARA EL MANEJO DEL DNA
RECOMBINANTE

En 1973 se efectud una reunidn cientifica en Asilomar, California, para discutir los riesgos inherentes 8
la utilizacion de DNA recombinante. El consenso de los participantes fue el mismo que el del axioma
popular “es necesario vigilar y reglamentat los trabajos existentes en el campo de la tecnologia del DNA
recombinante”".



En 1974 ¢l NIH conjunts a un Comité Consultor sobre el DNA Recombinante [Recombinant DNA
Advisory Committee (RAC)] y lo comisiond para formular uny serie de leyss dirigidas a regular las
investigaciones en ese nuevo campo. El resultado de ello, fue la publicacion de una guia de nortnas y
procedimientos para el uso de DNA Recombinante’'.

El establecimiento de este marco normativo permitié institucionalizar los protocolos sobre terapia
génica y disefiar nuevas técnicas de Biclogia Molecular, Asimismo, el desarrollo de diferentes
estrategias con el uso de DNA recombinante se ha traducido en importantes avances en €l campo de
vectores virales y de genes suicidas, proporcionando a los profesionales de la biomedicina, importantes
conocimientos que permiten utilizar estas singulares herramientas bioldgicas con fines terapéuticos.

1.6 REQUISITOS PARA INICIAR UN PROGRAMA DE TERAPIA GENICA

Cualquier prospecto de protocolo de terapia génica, debera de llenar ciertos requisitos que garanticen su
viabilidad, asi como un beneficio incuestionable para el paciente. Entre las destrezas, herramientas y
justificaciones que se tienen que cumplir, se encuentran las siguientes:

1. Es necesario contar con el gen nonmal, conocer su estructura y entender su regulacion.

2. Es necesario contar con un método eficiente para introducir el gen terapéutico dentro de las células
blanco. La versidn defectuosa del gen (usualmente disfuncional) permanece inalterada en su locus
correspondiente.

3. Es necesanno contar cun un método eficiente para constyuir y disefiar vectores virales (0 no virales)
que puedan transportar los genes terapéuticos a las células blanco (ncoplasicas), dentro del tejido u
Grgano alectado en el cual el gen normalmente funcivna

4. Es necesario contar con un método eficiente para introducir el vector -portador de un gen terapéuticos
dentro de las células eucariéticas, y se debe garantizar su propagacion en un elevado porcentaje de las
células blanco, con la finalidad de que el procedimiento proporcione indudables beneficios terapéuticos.

5. La terapia génica dcbe de limitar su campo de aplicacién a las células somaticas para evitar que los
mdividuos tratados puedan segregar los transgenes a su descendencia. La terapia génica destinada a
c€lulas germinales presenta innumerables objeciones y restricciones de cardcter ética y debe esperar a
que tales problemas se resuelvan dentro de las instancias encargadas de su normatividad y biosegutidad.

6. La terapia génica debe garantizar que los beneficios derivados de su  aplicacién sean
considerablemente mayores que los riesgos o perjuicios producidos por su empleo. Por lo que el
berneficio terapéutica debe de superar cualquier tipo de riesga. El prototipo de riesgo es ejemplificado
por la insercion al azar del DNA recombinante dentro de un cromasoma humang, lo cual puede
ocasionar la activacién de un proto-oncogen © la inactivacién de un gen supresor de tumores
involucrado con [a regulacidn del ciclo de division celular o en la reparacion del ADN. Bajo estas
condiciones, la insercién mutacional puede desencadenar una cascada de efectos carcinogénicos. Esta es
la explicacidn de por que los protocolos de terapia génica deben de ser aplicados en pacientes graves, o
en estado termminal y preferencialmente intentar la cura de provesos neoplédsicos o de enfermedades
monogénicas de cvolucidn progresiva y pronéstico irremisiblemente fatal.



7. Los protocolos de terapia génica deben de realizarse en c€lulas que puedan ser ficilmente aisladas del
paciente, manipuladas in vitro, modificadas en condiciones de cuitivo de tejidos y postenommente
reimplantadas dentro del paciente.

1.7 ESTRATEGIAS PARA LA TRANSFERENCIA GENICA

La funcidn del DNA en la transferencia de caracter(sticas genéticas entre organismos procariotes fue
demostrada por Avery, MacLeod y McCarty en 1944' y 18 afios después Szbalska™ la demostré en
células eucariotas. Luego Wigler'’ y cols. demostraron que el gen de la timidin cinasa procedente del
virus del herpes simple exhibfa la capacidad de transformar células de mamifero portadoras de la
mutacién TK en células TK", las cuales podian ser identificadas utilizando un medio de seleccion HAT,
llamado asi por contener hipoxautina, aminoptenna y timidina™, Este procedimieato, consistente en
introducir -por medios artificiales- DNA de origen exdgeno dentra de células eucariotas, es conocido
como transfeccion.

Aunque en los experimentos iniciales se demostrd que era posible transfectar con ADN total extraido de
una célula TK', con el advenimienta de ia tecnologia del ADN recombinante, {a técnica se perfecciond y
se hizo posible introducir genes aisladas.

Actualmente, existen un sinnimero de técnicas que permiten introducir genes dentro de las células de
mamifero. En términos generales podemos clasificar a éstas dentro de dos grandes categorias: En primer
lérmine, aquellas destinadas a lograr una expresidn transitoria del gen de interés, y en segundo lugar,
aquellas que permiten transformar a las células de una manera estable y prolongada®.

En los sisternas de expresion transitaria, grandes cantidades de DNA recombinante entran en contacto
con un reducido porcentaje de la poblacidn celular, para luego introducirse en ¢l citoplasma de las
células huésped. Esto garantiza una mayor eficiencia en la transferencia génica, as{ como altos niveles
de expresion del transgen. Por lo que se obtendrd una mejor produccidn de la proteina de interés, aunque
su tiempo de expresidn sea limitado.

En los sistemas de transformacion estable, solamente un pequeiio porcentaje de las células pueden ser
transfectadas o transducidas con DNA recombinante. Coma €| gen de interés generalmente se inserta
dentro de los cromosomas de la célula, €sta continuara permaneatemente transformada y transmitiré el
DNA recombinante a su descendencia.

Los sistemas de transformacién estable deben garantizar que la secuencia de interés se integre dentro de
los cromosomas de la célula o que el DNA recombinante tenga la capacidad de duplicarse de manera
autonoma y eficiente. De tal forma, que el gen extraiio o transgen no se pierda durante los ciclos
posteriores de Ia divisisn celular™.

Algunos vectores (como los adenovirus) estin particularmente disefiados para producir una
transformacion celular transitoria, mientras que otros vectores virales son mas apropiados para
garantizar una transformacion permanente de las células. Un ejemplo de esto altimo son los retrovirus.

Basado en la utilizacidn de vectores virales, €5 posible identificar cinco componentes esenciales que
conforman un pratocolo de terapia génica:



1. Eleccidn de 1a enfermedad apropiada.

2. Conocimicento de las bases maleculares del defecto involucrado.

3. Clonacion de 1a contraparte funcional del gen causante de la enfermedad.

4. Regulacién correcta y suficiente de la expresion del gen de interés y

5. Procedimiento para introducir el gen terapéutico al interior de las células blanco (neoplésicas).

Adicionalmerte, es conveniente conacer las caracteristicas bioldgicas del vector que se pretende utilizar,
la palogénesis de lu enfermedad y contar con un modelo animal o de cultivo de tejidos para validar la
estrategia terapéutica que se utilizara.

1.8 DEFINICION DE VECTOR

Los vectores son herramientas biolOgicas que ayudan en el proceso de transferencia de un gen exdgeno a
la célula, facilitando la entrada y biodisponibilidad intracelular del mismo, de tal modo que éste pueda
funcionar correctamente'®. Los vectores pueden clasificarse en: vectores virales y vectares no virales, A
causd de que los vectores no virales se encuentran al margen de los objetivos de esta tesis, sdlo
describiremos algunas dc las caracteristicas mas importantes de los vectores virales.

1.9 RETROVIRUS COMO VECTORES EN TERAPIA GENICA

En el transcurso de Jos iiltimos afos se ha abservado un desarrollo explosivo en el campo del disefio y
construccién de vectores virales, Cada disefio tiene como finalidad mejorar las aplicaciones lerapéuticas
de estrategias precedentes, asi como hacer mas simple y econdmica la construccion del vector viral. Los
cetrovirus presentan la ventaja de ser los vectores biol6gicos més exhaustivamente estudiados hasta la
fecha.

El genoma de los retrovirus estd constituido par una solz cadena de RNA, la cual se duplica a través de
la formacién de una molécula de DNA bicatenario, ¢como un paso intermedio y dependiente de la
transcriptasa reversa. El ciclo de vida de los retrovirus depende de una etapa intracelular en la cual ¢l
DNA viral de doble cadena se inserta al azar en el genoma de la célula huésped

El genoma retroviral estd constituido por tres genes primordiales, gag, env y pol, los cuales son
¢xpresados en poliproteinas. Las secuencias gag y env se relacionan con ¢l empacamiento y generacion
del virién. El gen gag codifica para una “poliproteina” que es seccionada en 3 o 4 proteinas destinadas a
formar la cubierta interior del virus, La proteasa que cataliza este recorte forma parte de la propia
poliproteina en muchas clases de retrovirus; puede ser parte de gag o de pel, o en algunas ocasiones se
encuentra como un marco de lectura independientc®. El gen env codifica para los componentes de la
corteza o revestimuento de la particula viral. La secuencia de pol esta vinculada con los procesos de
recambinacion y sintesis de dcidos nucleicos. El gen pal codifica para la cnzima transcriptasa reversa, la
cual estd constituida por dos subunidades, a y b; el gen pol coditica para la subunidad b, mieatras que la
suburtidad a es un fragmento formado a partir de la protedlisis de la subunidad b. El producto del gen pol
es también una poliproteina que dard lugar a la transcriptasa reversa y a una integrasa necesana pata la
insercion del DNA viral dentro de los cromosomas de la célula huésped™, Ver la Figura 2,
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Figura 2. Genoma retroviral. Los genes del retrovirus son expresados como poliproteinas que luego
son procesadas en productos proteicos individuales. [Modificado de Lewin Benjamin (2000): Genes VIL Oxford Univ. Press. 488]

La enzima transcriptasa reversa cataliza tres diferentes reacciones: primero, la sintesis de DNA a partir
de RNA; segundo, la degradacién de RNA a través de su actividad de RNAsa, y tercero, la sintesis de
DNA a partir de DNA. La enzima requiere de un cebador para iniciar la sintesis de DNA. El cebador es
una molécula de tRNA incluido dentro de la particula viral y obtenido durante una infeccion previa. La
molécula de DNA (de cadena simple) transcrita a partir del genoma de RNA original, es mas larga que
la matriz de RNA que le di6 origen, ya que la enzima transcriptasa reversa realiza un intercambio de
transcritos al copiar la secuencia 3 del RNA en el extremo 5° del DNA y copiar la secuencia 5’ del
RNA en el extremo 3" del DNA. La particularidad de este fenomeno dara origen a los caracteristicos
LTRs (Long Terminal Repeats) en ambos extremos del DNA. Las secuencias LTRs son indispensables
para la integracion del genoma viral. El DNA linear bicatenario es ulteriormente insertado por medio de
la integrasa en los cromosomas de la célula huésped. La transcripcion del DNA integrado a partir de un

promotor en el LTR izquierdo generard las futuras copias de la secuencia de RNA del genoma
retroviral*®, Ver la Figura. 3

Los retrovirus han desarrollado el método biolégico més eficiente para introducir genes foraneos al
interior de las células animales, siendo por ello ideales para derivar vectores para terapia génica. Los
virus han desarrollado refinados sistemas de infeccion celular que inician con la unién de la particula
viral a receptores especificos de membrana celular, continuan con la liberacion y/o expresion de su

genoma dentro del citosol, y culminan con la insercién de su genoma (en el caso de retrovirus) dentro de
los cromosomas de la célula huésped.
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Figura 3. Mecanismo de integracion de retrovirus. El RNA del retrovirus termina en repeticiones de
10 a 80 nucléotidos (R). Mientras que el DNA linecar termina en LTR; y el provirus termina en LTR, que
han sido recortados en dos pares de bases. (Modificado de Lewin Benjamin (2000): Genes VIL Oxford University Press. 489.]

El procedimiento general para la construccién de un vector retroviral recombinante consiste en: eliminar
y sustituir los genes gag, pol y env para producir un vector viral defectivo en su replicacion, el cual
requiere de una complementacién de sus funciones virales en rrans (proporcionados por un genoma viral
diferente al del vector en cuestién). Las secuencias virales que necesariamente deben conservarse dentro
del vector son: los extremos LTRs indispensables para la integracion, los sitios adyacentes para enlace
con el cebador, y las sefiales para empacamiento™.



Es comin emplear una linea de células empacadoras que han sido genéticamente modificadas con la
integracion de un genoma retroviral defectiva pero capaces de producir, en trans, las funciones virales
faltantes®. Este segundo genoma viral carece de la sefial necesaria para el empacamuento, quedando
inhabilitado pura integrarse a las nuevas particulas virales. Los virus secretados por las células
empacadoras normalmente contienen la secuencia de interés (gen terapéutico), lista para ser incorporada
en Jos cromosomas de las células del paciente con un elevado margen de eficiencia.

Los retrovirus recombinantes sélo pueden infectar a las células en division celular, ya que requieren que
la célula experimente la fuse S del ciclo celular para poder integrar su material genético®. Aunque este
hecho es ¢n apariencia una desventaja, ya que la mayor parte de los tejidas vitalcs presentan un elevado
fndice mitético, el fendmeno puede transfigurarse en una ventaja cuando el tumor canceroso que se
pretende erradicar se encuentra rodeado por tejidos con escasa proliferucidn celular, Por ejemplo, en ¢l
tratamiento de gliomas del cerebro de ratas, a través de la inyeccion de fibroblastos murinos
establemente transducidos con un vector cetroviral portador del gen H3V/tk, aunado a la adnunistracion
simultdnea de GCV. La técnica explota la incapacidad de los retrovirus para transferir genes a las células
que no experimentan division, por lo que selectivamente el vector actuard sobre las células tumorales y
respetard a las células normales del SNC",

A pesar de que los beneficios, y nuevas perspectivas inherentes al uso de vectores retrovirales en la
investigacidn biomédica son de incuestionable valor, su aplicacidn terapéutica implica importantes
problemas. Algunos virus pucden insertar su material genético de manera azarosa dentro de los
cromosomas de la célula huésped. De esta manera pueden producir mutaciones por insercidn e inactivar
genes relacionados con ¢l control de la proliteracion celular, desencadenando el fenémeno de
carcinogénesis. Ademas, los virus defectivos pueden experimentar reccombinacién con virus silvestres o
retrovirus end6genos y readquirir su capacidad patogénica,’®*!

Una limitacion adicional surge cuando el pacientc produce una respuesta inmunoldgica en contra de los
retrovirus, Esta respuesta puede inhabilitar la eficiencia de la terapia génica al destruir al vector o lisar a
las células infectadas antes de que ¢l gen terapéutico pueda ayudar al paciente. Finalmente, los indices
de transduccion, expresién y diseminacion de los vectores retrovirales son bajos y dependen de la
presencia de una poblacion celufar rdpidamente proliferativa, lo cual limita su aplicacién en aquellas

tipos de cincer con escasa proliferacion celular, como €l adenocarcinoma de prostata’>®?,

1.10 ADENOVIRUS COMO VECTORES RECOMBINANTES EN PROTOCOLOS DE
TERAPIA GENICA,

Los vectores adenovirales, en comparacién con las retrovirus, presentan un conjunto de ventajas e
inconvenientes. Las ventajas derivan de la ubicuidad y biosegunidad de los adenovirus humanos. Las
formas silvestres ocasionan un cuadro moderado de faringitis en personas sanas. Los virus tienen
especial afinidad por las células epiteliales, a las que se unen por medio de receptores de membrana
especificos. Ademds, la expresion de su material genético no depende de la divisién celular de la célula
huésped. Finalmente, los adenavirus infectan con facilidad a las células humanas, produciendo niveles
elevados de la protefna terapéutica durante las etapas iniciales de la infeccion.



Después de la internalizacidn de las particulas virales, su ADN es exportado hacia el nicleo, pero no se
inserta en los cromosomas **. Consecuentemente, existe muy poco riesgo de secuelas derivadas de la
mfeccidn con adenovirus. Esta observacion elinmuna la posibilidad de segregacién mendeliana en células
germinales y el resgo de mutagénesis insercional,’*®' caracteristicas ambas indeseables de los
retrovirus,

Adenoviridae es una familia de virus patégenos de vertebrados. Sus viriones contienen ADN
bicatenario, son de simetria cibica, carcccn de envoltura y presentan espiculas (pentones). Los
adenovirus son icosaedros de 65 a 80 nandmetros de didmetro, su genoma tiene una longitud de 36,000
nucledtidos y contiene 13% de ADN y 87% de proteinas . Fueron aislados por primera vez en 1933 por
Rowe®, a partir de las amigdalas o tejido adenoidal proveniente de nifios con infecciones faringeas. Se
clasifican en 6 subgéneros (A.B,C.D,E y F) ¥ se han descrito més de 42 serotipos con capacidad de
provocar infecciones en el hombre.

Los tipos 2 (Ad2) y 5 (Ad5) han sido extensamente estudiados, y son por lo tanto ampliamente
utilizados en el disefio de vectores virales para terapia génica® ~ . Aunque, existen algunas reportes que
describen su capacidad de generar tumores en animales, no se ha descrito su asociacién con tumares en
los seres humanas.

La infeccion por AdS se traduce en una infeccion aguda de las membranas mucosas del tracto
respiratorio superior, 0jos, glandulas y nddulos linfaticos, siendo ef cuadro clinico leve y muy similar al
del resfriado comin. Como la exposicidn a adenovirus se encuentra ampliamente difundida entre la
poblacidn, la mayor parte de la poblacidn de adultos son seropositivos para este tipo de virus.

En su forma natural se les encuentra en ¢l niicleo de las ¢élulas infectadas, como estructuras circulares
normalmente cerradas, a causa de la interaccidn con proteinas covalentemente unidas a cada uno de los
extremos §' de! genoma wiral. El desarrollo de nuevas técnicas de biologia molecular que permiten
clonar DNA circular de origen viral, facilita enormemente el poder manipular esos genomas, para lograr
producir vectores virales defectivos en su duplicacién™.

Los mecanismos de expresion génica se realizan en dos importantes etapas, usualmente conacidas como
fase temprana y fase turdia (Graham, 1991, Horwitz, 1991). Desde un punto de vista muy general se
puede afirmar que las proteinas formadas durante la fase temprana son de naturaleza regulatoria,
mientras Que las que se expresan tardiamente estin relacionadas con los componentes estructurales del
virion.

Se han identificado seis regiones de expresion temprana (ELA, EIB, E24, E2B, EJ y E4), aunque otras
regiones diferentes a éstas también han sido asociadas con expresidn inmediata después de la infeccidn
(L1, IVa2 y 1X). Las regiones E1A y E1B son indispensables para la duplicacion del virus y se han
vinculado con [a capacidad oncogénica de los adenavirus in vitre. La regién E2A codifica para una
proteina que se une al DNA y E2B codifica para una DNA polimerasa y para la proteina que se une a los
extremos 5' del genoma viral. Aunque E3 no es necesaria para la duplicacidn viral in vitro, si se
encuentra asociada con ¢l mecanismo que permite al virus evadir los sistemas de defensa inmunoldgica
del huésped. Finalmente, la proteina E4 es responsable del ensamblaje de particulas virales.
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La produccidn de vectores adenovirales cun incompelencia para duplicarse es un elemento clave de su
bioseguridad y se complementa c¢on dos aspectos. El primero, consiste en la condicién de depender de la
produccion de proteinas regulatorias en “trans” (fuera del genoma viral) y ¢l segundo, se relaciona con la
incapacidad de la cdpside para contener (empucar) méis defl 105% del genuma total del virion. Para
resolver la pnmera condicion, es neccsario contar con una linea celular “ayudadora™, correspondiendo
en este caso a células transformadas de rifién tetal de la linea 293, las cuales han sido transfectadas con
secuencias gendmicas de origen adenaviral derivadas del extremo izquierda (0-11 unidades) del mapa
génico y que contienen la regién E1A del genoma viral, de tal forma que complementan en trans la
propagacion del Adv-recombinunte (Graham, 1997) %, Esta linea celular permite producir virus
incompetentes para la duplicacion -defectivos en El-,

El desarrollo de una estrategia de produccién de vectores virales se basa en el conociniento de que el
DNA viral se toma circular dentro de las células infectadas, por lo que este fenémeno puede ser
explotado para producir genomas-AdV circulaces infecciosos, que pueden ser posteriormente
propagados como pldsmidos bacterianos. El uso de pldsmidos durante el proceso de produccidn y
propagacion de Adv-recombinantes es hoy ampliamente difundido debido a que se disminuyen
grandemenie las posibilidades de regeneracion de adenovirus competentes en su replicacion, debido a
que el genoma plasmidico es usualmente 3 o 7 kb mds grande que el del genoma viral, y no podrd ser
empacado dentro de la cépside viral. Por lo tanto, es posible construir genomas virales auxiliares con
insertos de DNA de relleno. Estas construcciones con genoma redundante, exceden la capacidad
méximu de empacamiento de la cdpside viral ¢ impiden el proceso de ensamblaje de los viriones (Bett,
1993-94)*, pero pueden ser utilizadas en procesos de co-transfeccién con plésmidos portadores del gen
terapéutico, para asi lograr la produccion de un vector lerapéutico a través de un mecanismo de
recombinacién.

Debido a que los viriones pueden empacar hasta un 105% de 13 longitud del genoma de un adenovirus
silvestre, después de producir una delecién de 2.9 kb dentro de Ja region El, es posible obtener
construcciunes de vectores deficientes en su duplicacion con insertos de hasta 4.7-4.9 kb. El genoma
adenaviral es demasiado largo para scr convenicntemente manipulada, sin cotrer el riesgo de seccionar
la molécula de ADN durante el procedimiento de clonacion o insercidn del gen terapéutica de interés.
Para salvar este inconveniente, el gen de interés es insertada dentro del extremo izquicrdo del genoma
viral, usualmente por medio de deleciones compensatorias €n la region El. La region El no es necesaria
para la duplicacion viral dentro de las células 293, ya que estas expresan el 11% del extremo tzquierdo
de! genoma-Adv5. Para garantizar la viabilidad de [os viriones, [a delecién no debe de inciuir las
secuencias de repeticidn terminal invertidas ni la sefial de empacamiento. Como paso final, la
construccion es postenormente ligada a un pldsmido recombinante®’.

El gecnoma redundante -virus auxiliar- y el genoma plasmidico portador del gen de interés son co-
transfectados en las células 293. El tamaiiv del gen de interés mds la longitud del genoma viral defectivo
no deben de exceder las limitaciones de tamafio para el empaquetamiento. De tal forma, que el virus serd
producido solamente cuando ocurran fenémenos de recombinacién genética entre los dos plasmidos, y el
gen de interés reemplace al ADN de relleno, produciéndose un ADN recombinante lo suficientemente
largo para ser empacado dentro de la cépside del virion?*?°, Ver la Figura 4.
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Figura 4. Fabricacion de adenovirus recombinantes. Muestra como el transgen es insertado dentro
del genoma adenoviral con la region E1 amputada. Sin la region El el virus se torna deficiente en su
duplicacién. Con la finalidad de producir grandes cantidades de virus recombinantes para fines
terapéuticos, se pueden utilizar células empacadoras que aportan las proteinas codificadas en la region

". | . | Modificado de Douglas Joanne T y Curniel David T (1977): Adenoviruses as vectors for gene therapy: Science and Medicine: March/Apnil, 44-53 |

1.11 VENTAJAS DE LOS VECTORES ADENOVIRALES EN TERAPIA GENICA

lLa bioseguridad de adenovirus en terapia génica ha sido corroborada en el tratamiento del cancer de
prostata, higado, ovario, vejiga y pulmén. Asi como en el tratamiento de algunas enfermedades
monogénicas como la fibrosis quistica, en la falta de la enzima omitin-transcarbamilasa y en la
deficiencia del factor IX*""". Recientemente, se ha demostrado la eficacia terapéutica y la seguridad de
adenovirus transportadores del gen (supresor del crecimiento tumoral) pS3 en el tratamiento del céancer
pulmonar en ratones desnudos atimicos™



Los adenovirus son estables en ¢l torrente sanguineo, Esta observacion permite su inoculacidn sistémica
(endovenosa) en protacalos de terapia génica. Sin embargo, los adenavirus son inmunogénicos y las
pacientes desarrollan una respuesta inmune en contra del vector, limitando de esta mancra la expresion
del gen terapéutico e imposibilitando administraciones subsecuentes del vector. Como el DNA viril
eventualmente desaparece, el tratamienta de enfermedades crénicas y de tumores de evolucidn lenta
requicre de la inoculacion repetida del vector, lo gue constituye una desventaja de los vectores
adenovirales.

Esta situacion desventajosa, puede en algunas condiciones transformarse en una premogativa, por
ejemplo, cuando es necesario expresar temporalmente una proteina para inducir una respuesta inmune o
una respuesta suicida en contra de algunos tipos de cancer. En efecto, la administracién de un solo ciclo
de tratamiento a base de la inyeccion intratumoral de un vector adenoviral portador del gen HSV/tk,
junto con la admunistracidn simultinea de ganciclovir, se ha traducido en una importante remisién del
crecimiento tumoral en pacientes con carcinoma de préstata focalizada™.

Adicivnalmente, lus vectores adenovirales pueden suprimir al tumor a través de un efecto oncalitico
directo, ocasionada por la replicacidn viral. Este efecto incrementa ia respucsta inmune del huésped en
contra de los antigenos tumorales, Desde esta petspectiva, los adenovirus pueden ser Gtiles como
vacunas tumorales 0 para expresar genes relacionados con Yos antigenos de superficie de Hepatitis B, ya
que ellos pueden duplicarse en células Vero y WI-38, las cuales estin acreditadas para produccidon de
vacunas .

En resumen, las ventajas relacionadas con el uso de vectores adengvirales se fundamentan en el hecho
dc que son relativamcnte faciles de estudiar, pueden ser alterados genéticamente, y ticnen una tendencia
natural de adhenrse a tipos especificos de células y de transferir su ADN a las mismas. Algunas de las
ventajas més importantes son enlistadas a continuacién:

8. Los vectorcs adenavicalcs pueden scr preparados, purificados y concentrados ficilmente y
pueden alojar genes de gran tamarfio.

b. Admiten hasta casi 36 Kb. de ADN fordneo ( ya que se puede ¢liminar casi todo el material
génico invelucrado en la replicacidn viral).

<. En su produccidn se obtienen titulos altos de adenovirus recombinantes purificados.
d. Aunque introducen genes en ¢| nicleo, no ocasionan mutagénesis insercional.

e. Son facilmente manipulables in vitro.

f. Son cficientes para transferir genes suicidas in vive.

g. Infectan células que no estén en division celular,

h. La infeccidn causa sintomas benignos.

i. Lainfeccidn presenta ubicuidad tisular.
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1.12 PRINCIPALES INCONVENIENTES DE LOS VECTORES ADENOVIRALES.

La presente generacién de vectores adenovirales presenta cuatre importantes limitaciones: i). primero,
los adenovicus son inmunogénicas, por lo que los seres humanas son partadores de anticuerpos
preformados en contra del vector. Durante el inicio del tratamiento pueden expresar cantidades
importantes de la proteina deseada, pero la inmunidad humoral del huésped répidamente suprime la
cxpresidn del gen terapéutica.

it). Segundo, carecen de especificidad para células blanco, lo cual hace imposible transportar genes (por
inyeccidn endovenasa) a tejidos especiticos con propasitos terapéuticos. 7). Tercero, son muy pequefios
y nu pueden acumodar secuencias largas dentro de su genoma.

iv). Finalmente, aunque se¢ ha reportado que [os adenovirus no provocan efectos adversos'?
Postlethwaite'” en 1973 y Duncan'” en 1978, refieren alteraciones hepéticas en ratones que recibieron
una inyeccion intravenosa de adenovirus hurnanos tipo 3.

-

1.13 LA TERAPIA GENICA DE LOS TRASTORNOS GENETICOS.

Los avances en terapia génica de las enfermedades hereditarias en su conjunto, son considerados
inadecuados. Ademds, los experimentos en este campo estdn sometidos a estrictas regulaciones préacticas
y a4 severas medidas de bioseguridad y élica, por lo que se han visto resttingidos al estudio y tratamiento
de trastornos mendelianos graves o de prondstico fatal. Por otro lado, las investigaciones cstdn
circunscritas a las células somaticas, para garantizar que las modificaciones genéticas no puedan ser
transmitidas a la progenie.

Histéricamente, las enfermedades monogénicas han sido tratadas suprimiendo las efectos biokigicas o
funcionales de las mutaciones génicas, pero excepcionalmente es posible corregir el defecto molecular
que las onigina. Desafortunadamente, la manipulacién o intervenciones no genéticas (sintométicas) son
usualmente paliativas e nsolitamente curativas, Ante este desalentador panorama, las difcrentes
estrategias de terapia génica ofrecen una razonable oportunidad para recuperar }a salud en aquellos

individuos quc sufren los efectos de alguna cnfermedad monogénica®*"™*

Entre las enfermedades genéucas que han sido estudiadas con este propdsito se encuentran el sindrome
de inmunodeficiencia secundaria a deficiencia de adenosin deaminasa {ADA). Los pacientes con
deficiencia de ADA mueren en etapas tempranas de la vida a causa de infecciones intercurrentes, ya que
sus linfocitos T y B no se desarrollan correctamente.

La carcncia dc ADA ocasiona una significativa clevacion en los niveles de dATP, el incremento del cual
provoca por retroinhibicion una deficiencia general en los mveles de otrus dNTPs, lo cual provoca
citotoxicidad en los linfocitos T, ya que la deoxiadenosina es particularmente téxica para las células T
pero no para los linfocitas BY, Aunque existe tratamiento sintomético en forma de administracion de
antibidticos, inmunoglobulinas y transplante de médula Gsea, los pacientes con deficiencia de ADA no
sobreviven y permanecen confinados a una “burbuja estéril”.
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Precisamente, el primer intento exitoso de terapia génica fue iniciado en 1990 en una nifia de 4 afios de
¢dad afectada con deficiencia de ADA. Las células de la paciente fueron sometidas a leucofércsis y las
células mononucleares fueron aisladas y cultivadas bajo condiciones que estimulaban la activacién y el
crecimiento de los linfocitos T. Posteriormente, los linfocitos fueron incubados en presencia de un
vector retrgviral recombinante portador del gen normal de la ADA, asi como de un marcador de
seleccion (gen de resistencia a la neomicing). Finalmente, los linfocitos modilicados fueron introducidos
al torrente circulatorio de la pacicntc. Un segundo paciente fuc sometido al mismo tratamiento en 1991.
Los resuliados obtenidos en ambos pacientes demostraron una notoria mejoria de sus condiciones
cifnicas y en sus funciones inmunoldgicas (Culver & Anderson, 1991)",

Recientemente, se han efectuado protocolos de terapia génica en pacienies coa fibivsis quistica™ Y
deficiencia del factor IX. Las estrategias de tcrapia génica dirigidas a introducir una versién funcional
del gent que deberia producir un producto denominado regulador de conductancia transmembranal de la
fibrosis quistica o CFTR, han demostrado que la terapia génica de estas enfermedades es efectiva,
segura y presenta pocos efectos colaterales (Zielenski, 1995)%.

1.14 LA TERAPIA GENICA SUICIDA

El tratamiento de un gran nimero de procesos neoplisicos se fundamenta en el uso de agentes
quimioterdpivos con una elevada capacidad para aniquilar a las ¢€lulas cancerosas. Sin embargo, la
utilidad de tales esquemas terapéuticos se ve limitada por su carencia de selectividad y su consecucnte
toxicidad celular sabre tejidos normales. Un prometedor abordaje para incrementar la selectividad tisular
de los agentes antineopldsicas, cansiste en el uso de “genes suicidas”, los cuales son genes que originanh
la conversion de un droga inactiva (“prodroga”) en un agente quimioterdpico farmacolégicamente
activo. La estratagema consiste en asegurar la presencia y expresion de genes suicidas en tantas células
cancerosas como sea posible, micntras sc limita su expresién en las células de los tejidos normales® ™.

Con el descubrimiento de gencs que selectivamente se expresan cn las células de tejidos especificos, se
ha desarrullado una nueva avenida de investigacion que permitird €n corto liempo, etiquetar genes
terapéuticos para quc se transcriban de manera selectiva dentro del nicleo de las células de ciertos
t¢jidos. Estos genes de expresion tisular-especifica, han sido identificados recientemente, y representan
nuevos oncogenes, receptores de superficie celular, genes supresores de tumor, asi como promotores de
enzimas, antigenos y hormoanas, entee otros™.

Recientemente, Braiden (1998)° reporté un innovador abordaje para el tratamiento del cincer de
uiroides. La estrategia consiste en la cynstruccion de un vector retroviral portador del gen HSV/tk, cuya
expresidn se encuentra controlada por el pcomotor de la tircglobulina (TG). Sus resultados demuestran
que este vector recombinante etiquetado con el promotor-TG, confiere sensibilidad al GCV a todas las
células tiroideas que expresan TG. Este modelo de terapia génica suicida, puede ser aplicable en el
tratamiento selectivo de carcinomas de tiroides que expresan TG.

Desde esta misma perspectiva, se ha caracterizado una secuencia promotora altamente eficiente para el
gen del antigeno prostdtico seroespecifico (APSE). La expresion de este promotor €s dependiente de
andrégencs y exclusiva del tejido prostédtico. En breve tiempo se iniciarén protocolos de investigacidn en
fase [ consistentes en ligar esta secuencia promolora con diferentes genes suicidas (HSV-tk, citosin-
deaminz;sa etc.), en un intento de lograr un exptesion selectiva y limitada al microambiente de la
prostata”,
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Existe también la posibilidad de enlazar estas secuencias rotulantes con genes que codifican para
proteinas citotéxicas, como el de la toxina diftérica y el del factar de necrosis tumoral, cuya capacidad
de matar células es sumamente efectiva, lo cual limita su administracion de forma sistémica. La
expresién selectiva de este grupo de genes, puede transformarlos en valiosos instrumentos para iniciac
nuevas estrategias de terapia génica suicida.

Altemativamente, Herman y Aguilar han sostenido que se pucden administrar gencs suicidas aa
etiquetados, de manera directa dentro del parénquima prostatico. La inyeccidn directa sin la ayuda de un
promaotor de selectividad coma et del APSE, puede en tearia garantizar altos niveles de expresién dentro
de tunores de prostata. A cste respectg, €stos investigadores han reportado disminucién de los niveles
del APSE, asi cumo ausencia de toxicidad sistémica después de la inoculacion intratumoral directa de un
vector adenoviral portador del gen timidin-quinasa del virus Herpes Simple (HSV-tk)**, seguida por la
administracidn de ganciclovir, cuyo mecamsmo de accidn se ilustra en la figura 5.

Por otro lado, en el Laboratorio de Vectores Virales del Baylor College of Medicine de Houston Texas y
en la Facultad de Medicina de la U.A.N.L se ha utilizado el virus Herpes Simple portador del gen de Ia
timidin quinasa (HSV-ik), -el cual codifica para una enzima destinada a activar por fosforilacién un
agente farmacoldgico conacide como Guanciclovir (GCV )- para el tratamiento de pacientes con
adenocarcinoma de préstata'® %. Puesto que las células de mamifero no paseen la capacidad de
monofosforilar al GCV, la citoloxicidad de este firmaco quedara vinculada y dependiente de una exitosa
introduccidn del vector adenaviral y de 1a subsecuente expresion del gen HSV-tk que permite activar al
GCV.

Las células del paciente que no sc encuentran en proliferacidn celular activa pueden expresar el gen
HSV-tk y por afiudidura fosforilar al GCV. Sin embargo, este fendmeno no representa peligro para ¢l
paciente, ya que las células que no experimentan mitosis no sintetizan DNA y por ende ne utilizan el
GCV fosforilado. Por lo tanto, €l riesga es considerablemente menor al derivado de la utilizacion de
otros quimiaterapicos con elévada capacidad citotdxica y usualmente utilizados dentro de los esquemas
teraputicos de [a mayona de los Departamentos de Oncologia,

Este novedoso enfoque terapéutico estd particularmente disefado para ser aplicado en pacientes con
procesos neopldsicos caractenzados por un alto grado de malignidad, secundaria a su elevada
proliferacion celular y capacidad dc formar mctédstasis. Una segunda condicidén para seleccionar al
pacicnte sometida 4 tratarmuento, €s que el tumor se encuentre adyacente a tejidos u Grganos cunstituidos
por células con escasa proliferacidn celular. Ver la Figura §.

L6



TIMIDIN TRIFOSFATC

Enzim

celulares

polimerasa

Figura 5. Mecanismo de accién del ganciclovir. El ganciclovir, cuya forma activa es el GCV
trifosfato, no es fosforilado inicialmente a su forma monofosfatada por las quinasas celulares. Este paso
requiere de la participacién de la enzima timidin quinasa de origen viral (HSV-tk). Posteriormente, el
GCV-monofosfato es fosforilado hasta su forma trifosfatada por las quinasas celulares. La fosforilacion
de este analogo de nucleodsido lo transforma en un intermediario que posteriormente es incorporado en
las cadenas de DNA durante el proceso de division celular, bloqueando a la DNA polimerasa y
suprimiendo el proceso de duplicacién del material genético celular, ocasionando la muerte de la célula
afectada.



1.15 TERAPIA GENICA PROFILACTICA (Genoprafilaxis)

Esta singular estrategia consiste en utilizar genes suicidas como terapéutica preventiva de los trastomos
neopldsicos. La terapia génica preventiva explota la etiologia clonal de las neoplasias y permite
introducir genes suicidas en individuus sanos o en individuos con predisposicion genética al cancer
(portadores de ancogenes), o en pacientes con lesiones pre-malignas (displasias, poliposis), con la
esperanza de incrementar las probabilidades de curacidn de cualquier tipo de cancer que pudiera
desarrollarse posteriormente™.

Este abordaje terapéutico, proclama solucionar los inconvenientes de la terapia génica tradicional, al
climinar cualquier dependencia en selectividad tisular y excluyendo la necesidad de transducir de
manera simultdnea a muilones de células cancerosas, Asimismo, ofrece garantizar da transferencia del
transgen en tejidos inaccesibles o en metdstasis con escusa irrigacién vascular. Para salvar estos
inconvenicntes la genoprofilaxis propone la estrategia que se describe a continuacién.

Como la mayoria de las neoplasias sc originan a partir una sala célula (monoclanales), la genaprofilaxis
estard dirigida a introducir genes suicidas, no en tejidos tumorales sino, en aquellos tejidos normales en
los cuales el cdncer pueda surgir en un futuro. Debido a la naturaleza clonal de los procesos cancerosos,
cualquier mutacidn que ocasione céncer dentro de las células de tejidos que han sido profilacticamente
transducidos, deberd transmitirse de manera conjunta con €l gen suicida, a toda su descendencia celular,
incluyendo a las zonas de metéstasis.

El métedo de profilaxis génica puede ser aplicado principalmente en tejidos no vitales, coma el de
prostata o de glandula mamana. La estrategia consiste en transducir €l gen suicida a tantas células
normales como sea posible, para maximizar la probabilidad de que un tumor que llegdse a surgir, lo
haga a partir de una de¢ las células que han sido previamente transducidas. Cualquier intento de
promover selectividad celular se tcrna innecesario, ya que la pérdida de tejido normal durante el
tratarruento del cdncer scréa de poca significancia clinica para el paciente.

La terapia génica profildctica puede utilizarse en tejidos vitales, pero con una téctica diferente. El
enfoque consiste en exponer €l tejido a multiples genes suicidas, diseminados y propagados para fonmar
un mosaico celular, en el cual diferentes células estdn sensibilizadas a diferentes pro-drogas. Bajo estas
circunstancias, el tumor que pueda surgir ulteriormente conservard su sensibilidad a la pro-droga
respectiva, ya que emand de una célula transducida, La sensibilidad serd sélo compartida con una
pequeiia fraccidn de las células normales, permitiendo asi quc ¢l tejido vital sobreviva a los efectos de la
terapia génica suicida, Ver la Figura 6.
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Figura 6. Terapia génica profilactica. La técnica de genoprofilaxis puede ser la Gnica posibilidad de
garantice que cada célula cancerosa quede expuesta a los efectos de los genes suicidas, demostrando que

el cancer ha surgido de un clon celular que ha sido transducido. [Modificado de Moolien Frederick L. (1997); Suicide genes
for cancer therapy. Sience & Medicine July/August, 16-25.)

2. ANTECEDENTES

Los adenovirus recombinantes de origen humano son ampliamente utilizados en protocolos de terapia
génica, tanto en modelos pre-clinicos como en estudios clinicos en fase I. Su explosiva utilizacion se
debe en parte a que los vectores adenovirales de primera generacion exhiben una notable y prolongada
estabilidad biolégica dentro del torrente circulatorio. Esta condicion les permite funcionar como
excelentes vehiculos para transportar genes terapéuticos a varios organos, diferentes tumores y a
diversos tipos de células neoplasicas'®.

A pesar de esta ventaja bioldgica, existen dos importantes factores que han limitado explotar el potencial
de los vectores adenovirales en protocolos de terapia génica. El primer problema es su carencia de
especificidad hacia un solo tipo de células huésped. En efecto, los adenovirus pueden infectar un amplio
rango de lineas celulares, lo cual hace dificil transportar genes terapéuticos —por via endovenosa- hacia
un determinado grupo de células o hasta un érgano en particular.
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Desde una perspectiva oncoldgica, podemos suponer que los vectores virales portadores de gencs
suicidas (¢apaces de activar una pro-droga en un agente citotoxico) pudicran dissminarse desde el sitio
de inyeccion en el tumor, hacia dreas circunvecinas u drganos periféricos sanos y vitales, ocasionando
fenémenos de toxicidad no deseada. A pesar de [o anterior, los vectores adenoviraies constituyen la
mejar opeidn para el tratamivnto de tumores solidos, debido a la expresion transitoria del gen terapéutico
y ¢l supucsto de que estos vectores solamente infectardn el parénquima tumoral y a sus dreas
adyacentesP 6 &

Una segunda desventaja observada durante el uso de adcnovirus cn el tratamiento del cdncer, es el
desarrollo de una respuesta inmunoldgica en contra de las particulas virales dentro del paciente. Bajo
tales condicicnes, la expresion de los genes terapéuticos es limitada y de caricter transitoria, durando
menos de 4 semanas después de la primera inyeccion. Como el genoma adenaviral eventualmente
desaparecerd, en €l vrganismo vivo, €l grado de transduccidn adenoviral de las célulus blanco puede ser
muy bajo, dcbido a la cxistencia de anticuerpos preformados en contra del vector o al pronto
establecimiento de una respuesta inmunoldgica en contra de los antigenos de |a capsn:lc23 B

Durante un ciclo inicial de tratamiento, tales vectores pueden infectar un niimero apropiado de células y
producir una alla expresion de la protefna deseada. Pero pronto, las respuestas celular y humoral
desarrolladas por ¢l pacientc resultarén €n una cxpresion transitoria del gen terapéutico; ya que los altos
niveles de anticuerpos neutralizantes impiden la administracién repetida del vector, mientras que 1os
linfocitos T citotéxicos eliminardn a las células que han sido infectadas con el vector adenoviral. Este
tipo de respuesta inmmune, lumita la aplicacion de esquemas repetidos de teragdla §émca y probablemente
ha contribuido al fracasa de mdltiples protocolos de investigacion en fase [**

Por razones de bioseguridad todos los vectares virales utilizados en protocolos clinicos de terapia génica
deben de ser deficientes en su replicacidn. En teotia los virus pueden ser inhabilitados en su duplicacidn
a través de la eliminacidn de genes de expresidn temprana, que se encuentran ubicudos en lus regiones
ElA y ELB, las cuales codifican para proteinas virales quc tegulan todas las demas funciones virales.
Asi, en ausencia de los genes El, las particulas virales no deberian de geplicarse in vive. Sin embarga,
cuando estos vectores recombinantes de primera generacién son inoculados em el orgamismo vive,
pueden producir un nivel minimo o basal de expresion de proteinas virales a pesar de no contar con las
genes El 56, 04, 78. EI

Bajo estas condiciones, las proteinas virales sintetizadas de novo, junto con la expresién simultiney del
producto de los genes terapéuticas, inducirdn la aparicién de una respuesta inmune en contra de los
antigenos virales.

La respuesta inmunol6gica observada en modelos animales esta caracterizada por la mnmed:ata aparicién
de un proceso inflamatorio mediado por neutrofilos, macréfagos y células NK*. El siguiente evento
consiste en ¢l establecimicnto de una ofensiva citotoxica mediada porc linfocitos T auxiliares. Durante
esta etapa, las proteinus virales son presentadas pur medio de las moléculas clase I del sistema mayor de
histocompatibilidad (SMH) a las células T tipo CD8+, las cualcs son entonces activadas pars formar
linfocitos T citotoxicos encargudos de destruir a las c€lulas infectadas igor virus, provocando una
disminucion en la expresidn del gen terapéutico acompaiiada de inflamacién
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Sincréonicamente. las células auxiliares tipo CD4+ son activadas por medio del reconocimiento de
proteinas virales presentadas por las moléculas clase II del SMH, estas células juegan un papel de
soporte al estimular a los linfocitos T citotoxicos, reforzando asi, la respuesta celular inmune.
Simultdneamente, se establece una respuesta inmunolégica de tipo humoral en la cual los linfocitos B
junto con las células auxiliares tipo CD4+, son activados por las proteinas de la capside, presentadas a
través de las moléculas clase Il del SMH. Esta conjuncion de eventos culmina con la produccion de
anticuerpos neutralizantes que se enlazan con los epitopes de las proteinas de la capside, impidiendo la
incorporacion de los virus al ambiente intracelular v obstaculizando la readministracion del vector™ * .
Ver la Figura 7.

Célula Célula

Blanco W\ Slanco

Figura 7. Interferencia inmunolégica en la terapia génica con
vectores adenovirales. [.a respuesta inmune montada en contra de las
proteinas de la capside o de las proteinas sintetizadas de nove limita la
duracion de la expresion del gen terapéutico y obstaculiza la
administracion repetida del virus recombinante.

Considerando que una gran mayoria de los seres humanos han estado expuestos a infecciones por
adenovirus a lo largo del tiempo y han desarrollado anticuerpos neutralizantes en su torrente circulatorio
y en la mucosa de las vias aéreas. Es légico suponer, que este tipo de inmunidad protectora se traduce en
un importante impedimento para cualquier protocolo de terapia génica basado en la administracién de
adenovirus. A esta altura, es pertinente puntualizar que en los seres humanos la magnitud de la respuesta
inmune no tiene relacién con la cantidad de particulas virales administrada, pero si esta intimamente
relacionada con los titulos de anticuerpos pre-existentes y se ve modificada por la ruta de administracion
del vector. Por otro lado, y a diferencia de los modelos animales, la administraciéon de vectores
adenovirales en seres humanos no siempre se traduce en una produccion sistémica de anticuerpos

. 33,89
neutralizantes 1



A la luz de esta evidencia, s sumamente dificil predecir la efectividad de los esquemas de tetapia génica
ea poblaciones humanas. Evidentemente, el desencadenamiento de una respuesta inmune en contra de
las proteinas virales o de los productos génicos, pueden limitar la incorpotracién y distribucidn de las
qam’culas virales, disminuir su eficacia terapéutica y evitar la administracidn repetida del vector ** 4% **
En contraste con el efecto deletéreo de la respuesta inmune montada contra adenovirus en protocolos
clinicos de terapia génica (dingidos a tratar gnf¢rmedades cronico-degenerativas o enfermedades
genélicas), la terapia génica del cancer, presenta un escenario bioldgico bastanie diferente. En el caso de
la terapia génica del cancer, la erradicacién del tumor no necesariamente requiere de una prolongada
expresion de los genes terapéuticos, situacion que es indispensable para el tratamiento de luas
enfcrmedades somdticas.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y ETAPAS EXPERIMENTALES

Los vectores adenovirales estdn siendo utilizados como vehiculos para el transporte de genes en
experimentos in vivo'®. Una aplicacion ideal para el uso de cstos vectores es el tratamiento del cdncer
mediante esquemas de terapia génica. Los estudios realizados en modelos animales indican que el
transporte y expresion de los genes terapéuticos puede sct obstaculizado por el desarrollo de anticuerpos
circulantes en contra del vector. Mucha de esta evidencia ha sido obtenida a travésy de experimentus
dirigidos a cvaluar los procesos de transferencia y expresién genéticas dentro del higado y el
pulm(’)n’l""sz‘“'sa‘”m‘. El micro-ambiente de estos organos puede sef particularmente sensitivo a la accion
de una respuesta hurnoral y/o celular, a causa de su epitelio mucoso y 4 su extensa irrigacién sanguinea.
Nuestro interés ha sido canalizado ha estudiar la expresion de vectgres adenovirales en diferentes
circunstancias.

Para este propdsito decidimos valarar la participacién de la respuesta inmune humorul en el tratamiento
de los (umores solidos, las cualcs se encuentran pobremente vasculanizados y en algunas ocasiones
aislados de la circulacion general™. Por lo tanto, es razonable especular que bajo estas condiciones, la
inyeccién intratumoral directa de vectares virales pudiera traducirse en una adecuada transferencia y
expresion de los genes terapéuticos, debido a que ¢l parénquima tumoral serfa menos sensible a la
accidn de lus anticuerpas circulantes, en relacion con otros tejidos con mayor vascularidad. Si esto es
cierto, podremos observar una mejor expresion del producto proteico y una mayor extension de sus
electos terapéuticos, con pocas posibilidades de diseminacién sistémica. Ver la Figura 8.

Alternativamente, algunos tumores solidos seé encuentran muy vascularizados, por lo que la
diseminacidn de las particulas virales desde el sitio de la inyeccién, pudiera tracr consigo la aparicién de
reacciones sistémicas o  hepato-toxicidad®'*3*7%, Pero paradgjicamente, la presencia de anticuerpos
circulantes en contra de adenovirus, pudiera transformarse en un factor de bioseguridad, ya que
permitiria administrar dosis masivas de adenovirus por via intratumaral, sin la diseminacién consecuente
del vector, garantizando una elevada expresidn y persistencia de [os genes terapéulicos.

(Ver las Figuras: 9 y 10).
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Figura 8. Patron de diseminacion y hepatotoxicidad de un AdV-vector que codifica para luciferasa. En
animales control o en ratones preinmunizados, la inyeccion de AdV-Luc en tumores nmo vascularizados se
traduce en una elevada expresion del gen reportero dentro del tumor, asi como poca diseminacién sistémica con
ausencia de hepatotoxicidad.
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Figura 9. Posibles escenarios de hepatotoxicidad en un modelo murino portador de un tumor vascularizado.
gn los ratones preinmunizados la presencia de anticuerpos en contra de adenovirus limita la expresion de AdV-
wuciferasa dentro del tumor y obstaculiza su diseminacién sistémica.
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Figura 10. Biodistribucién y hepatotoxicidad en un modelo murino portador de um tumor
vascularizado que recibe una inyeccién intratumoral con dosis masivas de AdV-Luc. En este
escenario, se observa una elevada expresion de luciferasa a nivel tumoral, mientras que la transferencia y
expresién de AdV-Luc a nivel hepético difiere entre animales controles y ratones preinmunizados, debido
a que la sobreproduccion de anticuerpos evita la aparicion de hepatotoxicidad en los ratones
preinmunizados.
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A la luz de esta evidencia, desarrollamos un estudio pre-clinico en un modelo munino preinmunizado en
contra de adenovirus portadores del gen reportero que cedifica para la enzima luciferasa. El propasito de
este trabajo fue investigar la utilidad de la transterencia génica mediada por adenovirus en el tratamiento
de tumores sdlidos. Para tal efecto, decidimos demostrar como la preinmunizacion intratumoral con
adenovirus modifica el nivel de expresion de las proteinas reporteras. Adicionalmente, intentamos
corroborar si la presenciu de titulos elevados de unticuerpus neutralizantes en el torrente circulatorio,
pucden limitar la diseminacidn sistémica del vector después de la inyecciOn intratumoral directa, sin
disminuir la transferencia y expresion genéticas.

En caso de corroborar que la presencia de anticuerpos neutralizantes interficre con una adecuada
expresion de los geaes reporteros, proceder(a"g'“'“'?“. disminuir ta inmunogenicidad de [os vectores
adenovirales a través de enmascarar su superficie recubriéndola con polimeros de Polietilenglicol
(PEG), proceso denominado “pegilacién”.

La PEGilacion es un método ya utilizado para disminuir la antigenicidad e inmunogenicidad de
proteinas terapéuticas's. Existen dos importantes limitaciones de las reacciones de PEGilacidn: la
primera consisté en una disminucidn de la bio-actividad del complejo PEG-proteina, La segunda
limitacidn depende de la incorporacidn del grupo activado dentro del complejo PEG-Proteina, y no
ohstante que el PEG es por si mismo inmunolSgicamente inerte, la incorporacion de esos grupos
residuales puede desencadenar una respuesta inmune. Ambos problemas pueden ser evitados por medio
de la optimizacidn bioldgica del método de PEGilacion utilizando Tresil-mono metoxipolietilenglicol
(TMPEG)”.

Con estos antecedentes, decidimos utilizar el método de optimizacién biolGgica de polfmeros de PEG
para probar si los vectores adenovirales portadores de genes reportesos o terapéuticos pucden ser
madificados en su inmunogenicidad reieniendo su capacidad infectiva. Nuestro proposito se fundamenta
en ¢l hecho ya conocido de que algunos componentes proteicos de la cdpside viral -como las proteinas
fibrosas, 1os pentones y hexones- se unen preferentemente con los anticuerpos neutralizantes durante el
establecimiento de una respuesta inmune. Ver la Figura 11.
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Figura 11. Encapsulacién de los adenovirus. En este modelo esquematico las proteinas de la capside
viral reaccionardn covalentemente con el TMPG durante una reaccion de PEGilaciéon, formandose un
conjugado TMPEG-proteina que permite enmascarar la superficie de los vectores evitando su
reconocimiento por los anticuerpos neutralizantes.



Deatro de todo este contexto, hemos utilizado un modelo murino pre-inmunizado a través de la
inyeccion intratumoral de adenovirus. con la finalidad de investigar la utilidad de la trunsferencia génica
mediada por adenovirus en el tratamiento de tumores sdlidos. Para el logro de esta finalidad decidimos
estudiar los siguientes postulados:

1.- La inyeccién intratumoral de vectorcs adenovirales que transportan genes terapéuticos o gencs
reporteros provoca el desarrollo de anticuerpos neutralizantes en contra de los antigenos virales.

2.- En modelos murinos, la inmunidad humoral pre-existente en contra de adenovirus obstaculiza la
transferencia génica y limita la expresién intralumoral y/o sistémica de los genes terapéuticos.

3.- Después de la inyeccidn intratumoral del vector, la €levacion de anticuerpos en el torrente sanguineo
limica la diseminacidn sistémica del vector, sin afectar la transduccidn de las células tumorales.

4.- La uulizacion de dosis crecientes de adenovirus en ratones pre-inmunizados puede restablecer una
adecuada expresion de Jos genes terapéuticos sin incrementar el riesgo de disemunacién sistémica del
Vector.

5.- La respuesta inmune humoral es insuficiente para evitar la diseminacién del vector hacia los tejidos
para tos cuales los adenovirus exhiben un tropismo selectivo, por lo cual es posible predecir la aparicion
de fendmenos de hepato-toxicidad, después de la inyeccidn intratumoral de vectores adenovicales.

6.- La inmunogenicidad de los adenovirus puede ser atenuada a través dc su encapsulacién con
polimeros de polietilen glicol.

Para de dar cumplimiento a cada uno de estos enunciados, este trabajo se dividid en tres importantes
etapas:

Primera etapa: Dirigida a evaluar el efecto de la inmunidad sobre {a expresion de los genes reporteros.

El primer pasv de esta etapa fue destinado a estandarizar un modela murino de tipo heterotdpico, que
pcrmiticra ¢l transplante singénico de la (inea celular TM40-D (que produce lumores mamanos ¢ el
ratdn) en el tejido celular subcutineo de ratonas Balb/c, El segundo paso consistid en estudios
inmunolégicos destinados a evaluar los niveles de anticuerpos especificas en contra de adenovirus, asi
como la titulacidn de anticuerpos neutralizantes. Posteriormente, se determing su posible relacién con
los procesos de transferencia y expresion génica de los genes reporteros.

Segunda etapa: Se (nvestigd si con la inyeccién intratumoral de dosis crecientes de adenovirus en
ratones normales y preinmunizados, es posible obtener altos grados de expresidn genética de los genes
reporteras, sin presentar complicaciones de diseminacidn sistémica de! vector o aparicion de fenomenos
de hepatotoxicidad.

Tercera etapa: Fue dingida a disminuir l2 inmunogemnicidad de los vectores adenovirales a través de su
encapsulacion ( PEGilacidn ) con polimeros de polietitenglicol.
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4. JUSTIFICACION

Los tumores malignos que afectan a los seres humanos son usualmente curables si se dctectan en stapas
tempranas de su desarrollo. En los Estadas Unidos de América, las tasas de mortalidad han disminuido
significativamente durante la Gltima década, debido a los sistemas de deteccion precoz y a un mejor
tratamiento de las lesiones precancerosas, asi como de tumores en estadios termpranos de desarrollo,

Asimismo, el pcrfeccionamiento de los métodos diagnésticos a nivel molecular, ha mejorado los
aspectos prondsticos y las expectativas de vida de muchos pacientes con cancer. Sin embargo, ain queda
mucho por hacer. Siendo optimistas, tal vez en corto tiempo mediante el uso de estrategias de terapia
génica sea posible lograr la destruccidn selectiva v efectiva de las células tumorales.

Dentro del campo de las aplicaciones de la terapia génica ¢n el hombre, se puede considerar al cdncer
como ¢l area mds importante y de mds rdpida expansién, Durante los ultimos 5 afios un 75% de los
pacientes enlistados en protacolos de terapia génica han recibido €l tralamiento para la erradicacién de
neoplasias malignas, principalmente tumores. La justificacion del tratamiento radica en el fécil abordaje
y biodisponibilidad de los tumores s6lidos y a la facilidad de lograr una répida y eficiente acumulacidn
del gen terapéutico dentro del parénquima tumoral. Bajo estas condiciones, la expresidn transitoria de
los genes (erapéulicus pucde ser una vertyja adicional, va que disminuye el nesgo de toxicidad
sistémica, garantizandose una exposicién aguda -aunque de corna duracién- de las células tumorales a
los efectos de las pro-drogas.

Dentro de este escenario, el tactor de limitacién mds importante es la condic16n de inmunogenicidad de
los vectores virales. Por tal motivo, la mayor parte de los experimentos pre-clinicos realizados in vivo se
han efectuado en modelos murinos immuna-deficientes 0 en ammales inmuno-deprimidas. Por lo tanto,
resulta muy dificil predecir que tan efectivos pueden ser ese tipo de tratamientos en los seres humanos
previamente expuestos a los adenovirus.

Por otro lado, pudiera parecer conveniente conservar un adecuado estado de inmuno-competencia para
coadyuvar con la eliminacion de las células cancerosas. Sin embargo, esto no ¢s descable, ya que en la
préctica, la produccidn de anticuerpos contra adenovirus contribuye mds a la eliminacién del vector
terapéutico, que a la erradicacidn de las células neoplasicas.

Con base a cstos antecedentes, sc justifica investigar 1a utilidad de inocular vectores adcnovirales por
medio de {a inygecidn ditecta del vector dentro del parénquima de tumores sélidos y evaluar si lu pre-
inmunizacion contra adenovirus puede modificar la eficacia terapéutica de los esquemas de terapia
g€nica utilizados en el tratamiento del cdncer. La importancia de esta nueva irea de investigacion es
incuestionable, sobre todo si lomamos en consideracion la grun cantidad de variables que interfieren con
el tratamicnta integral y exitoso de los pacientes con cdncer.

Una justificacidn adiciona! deriva del conocimiento que los esquemas tradicionales de tratamiento del
cdncer consisten en el uso de cirugia en combinacion con radioterapia o quimioterapia. Sin embargo,
una gran variedad de tumores malignos y las carcinomas diseminados no son controlables por cirugia y
no responden a terapias altemativas. Consecuentemente, las expectativas de vida a largo plazo por lo
general no exceden del 15% al 30%.
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A causa del limitado impacto que ticnen la cirugia y la radioterapia en el tratamiento de los pacientes
con céncer, se justifica desarrollar nuevos métudos terapéuticos, que permitan mejorar las expectativas
de vida y evitar la aparicidn de complicaciancs.

Dentro de las nuevas opciones terapéulicas se encuentra la terapia génica, la cual es improbable que
remplace a los esquemas tcrapéuticos ya existentes, no obstante, puede contribuir de manera
significativa en el tratamiento de cénceres refractarios al tratamiento convencional y en el control de la
enfermedad metastasica. Debido a su enorme potencial para inducir la regresidn del crecimiento
tumoral, sin |a presentacion de toxicidad agregada.

5. HIPOTESIS
5.1 HIPOTESIS DE TRABAJO
HI.

En el ratén preinmunizado que recibe una inyeccién intratumoral de adenovirus portadores de los genes
GFP/Luc, la eficacia en la transduccion y expresion dc los gencs reparteros serd modificada por la
presencia de anticuerpos circulantes, Los niveles de expresion intratumoral & lo largo del tiempo serdn
modificados por la presentacidn de anticuctpos neutralizantes.

H2.

La inyeccidn intratumoral de altas dosis de adenovirus en ratones préinmunizados, restablecerd los
niveles de expresion gémica de los genes reporteros sin presentar corplicaciones secundanas a la
diseminacidn sistémica del vector.

H3.

De presentarse la inmunidad humoral en contra de adenovirus, csta puede ser ventajosa, ya que gvita la
diseminacidn del vector, mientras permite un adecuado nivel de transferencia y expresion genéiica de
los genes de interés.

H4.
La rcspuesta humoral provocada por los anticuerpos neutralizanies en contra del vector adenoviral,

puede scr ateniuada a través de la encapsulacidn de los vectores adenovirales con polimeros de palistilen
glicol (TMPG).
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6. OBJETIVQS

6.1 OBJETIVOS GENERALES

L. Detgrminar si la inyeccién intratumoral de vectores adenavirales induce o no la produccién de
anticuerpos neutralizantes en contra de subsecuentes inyecciones de los vectores modificando la
eficiencia de la expresion de genes reporteros portados por éstos.

2 Determinar si en el caso de montarse una respuesta inmune, la inyeccién intratumoral
subsecuente de dosis crecientes de vectores adenovirales, se traduce en una clevada expresion de la
protefna reportera en el sitio de inyeccidn, sin presentar diseminacidn sistémica de las particulas virales
admunistradas.

3. Evaluar los aspectos de toxicidad general y de hepatotoxicidad asociados con la inyeccion de
dosis crecientes de adenovirus en ratones preinmunizados, 4 truvés de la cuantificacion de enzimas
hepéticas (Alaninaminotransferasa, Aspartatoatninotransferasa y Fosfatasa Alcalina) y de la evaluacién
anatomopatolégica de diferentes tejidos (Higudo, Buzo, Ovario, Pulmdn, y Curazdn) extraidos de cada
uno de los animales pertenecientes al estadio.

4. Determinar si la encapsulacion de adenovirus con TMPEG disminuye la inmunogenicidad del
vectar ¢ lo torna resistente a la accidn de los anticuerpos neutraiizantes.

6.2 OBRJETIVQS PARTICULARES

A. Reproducir un modelo murino de tipo heterotépico para gencrar tumores mamarios en el espacio
celular subcutaneo de ratonas de la cepa Balb/c,

B. Estandarizar las condiciones de cultiva, mantenimiento y preservacidn de la linea celular TM-40D,
destinada a generar tumores Mamanas singenicaos.

C. Cunocer el ticmpo gue se necesita pars generar tumores sOlidos en los animales en estudio y definir el
ntimero de células necesaria para producir dichas ncoplasias.

D. Inducir la generacion de tumores singénicos en ratonas de la cepa Balb/c, mediante su inoculacién
con células de la linea TM-40D, por via subcutdnea.
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E. Preinmunizar una poblacion de ratanes por medio de {a inyeccion de diterentes vectores adenovirales
utilizando diferentes vias de inoculacion, y determinar los niveles de produccidn de anticuerpos antes y
después de la inoculacién del adenovirus.

F. Correlacionar €l nivel de produccidn de anticuerpos con los niveles de expresion genética de los
genes reporteros GFP/Luciferasa administrados por subsecuentes inyecciones de vectores adenavirales
que los portan, y determinar si ambas variables son modificadas al utilizar diferentes vias de
administracién del vector.

G. Efectuar los correspondientes ensayos de luciterasa, inmunofluorescencia, anticuerpos neutralizantes,

y ELISA en muestras de higado, piel, ovario, bazo y tumor, asi como €n el suero de cada uno de los
amimales en estudia.

H. Evelvar la transferencia y expresidn de luciferasa en un grupo adicional de ratones con imnunidad

pre-existente en contra de Ad-3, a los cuales se les administrarédn dosis crecientes de Ad/Luc por medio
de la inyeccidn intratumoral del vector.

[. Evaluar los ({tulos de las enzimas hepdticas Alanin aminotransferasa (ALT), Aspartalo
aminotransferasa (AST) y fosfatasa alcalina (ALP) e¢n el sucro de los animales prcinmunizados que
recibieron dosis crecientes de adenovirus y compararlo con los titulos reportados en los antmales
control,

J. Realizar estudios anatomopatoldgicos en cl higado, baza y pulmdn de los animales tratados, con la
finalidad de detectar cambios morfuldgicos, necrusis o inflamacidn tisular.

K. Encapsular los vectores adenovirales AdLuc, AdGFP y AFT2M mediante una reaccion de
PEGilacion y valorar si la expresian genética de las proteinas codificadas por estos genes reporteros se
ve modificada en presencia y ausencia de anticuerpus neutralizantes en contra de adenovirus,
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7. MATERIAL Y METODOS

El Presentc trabajo de tesis se realizé en el Gene Vector Laboratery. Feigin Cancer Center. Texas
Chuldren’s Hospital & Baylor College of Medicine., ¢l Radio-Gene Therapy Laboratory del Veterans
Affairs Medical Center de Houston Texas., y en la Unidad de Laboratorios de Ingenierfa y Expresion
Genéticas del Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina de la Universidad Autdénoma de
Nuevo Ledn. Monterrey, N.L. Méxica.

7.1 MATERIAL

7.1.1 YIRUS Y VECTORES:

Los vectores adenovirales utilizados en este estudio pertenecen a la subclase C, serotipo Ad-5 de la
familia Adenovindae. Estos (ueron construidos por el Dr. Estuardo Aguilar-Cordava, segiin el método
prapuesto por Rosenteld y Bett' dentro del Gene Vector Laboratory del Center for Cell and Gene

Therapy de| Baylor College of Medicine, de acuerdo a las normas de las buenas prictcas de laboratorio
utilizando condiciones esténdar 3>

El primer vecior (Adv-GFP) expresa una protcina reportera regulada por el promaotor de CMV. La
secuencia de DNA exdgeno se insertd dentro de la region El y codifica la secuencia de 238
aminodcidos de [a proteina verde fluorescente o GFP. La GFP se presenta en forma de mondmero en
solucidn, y emite luz verde cuando cs excitada con luz ultravioleta o luz azul, por lo que es ficilmente
detectada por mucroscopia de inmunofluorescencia. Este vector fue utilizudo para preinmunizar los
primeros grupos de animales. Adicionalmente fue utilizado para conocer los niveles de expresion del
gen reportero desde un punto de vista cualitativo.

Para determinar la expresién cuantitativa de los genes teporteros se utilizé un segundo vector (Adv-Luc)
de origen humano, portador de una secuencia exdgeny, que codifica para una proteins enzimatica
conocida como luciferasa (una proteina monomeérica de 62 kDa). Adv-Luc, contiene un casete de
expresion en la regién El, construido con ¢l promotor de Citomegalovirus (CMYVY), el DNA, que codifica
para luciferasa y la sefial de pali-adenilacion de SV40Q.

Ambos vectores adenovirales fueron propagados en células 293 y posteriormente purificados por
centrifugacién diferencial en gradientes de cloruro de cesio™®'. Finalmente, durante la etapa de
preinmunizacidn se wtilizd el AdV-3 AFT2MS9 carente de genes reporteros (“gulless™), el cual fue
empleada para inducir la produccion de anticuerpos en ¢l grupo de animales pre-inmunizados.

7.1.2 ANIMALES.

Durante cada una de lay diferentes etupas de este programa de tnvestigacion se utilizaron ratones de 6
semaras de edad pertenecientes a la cepa Balb/c, de 20g de peso y del sexo femenino (Harlan Sprague
Dawley, Inc. Indianapolis, IN). También se utilizaron ratones inmunodeficientes de la cepa RAG-2
(tecombinasc activating 2 gene). [.os ratoncs homocigotos para la mutacidn en el gen RAG-2 carecen de
células B y c€lulas T, va que la delecidn de este gen ocasiona un bloqueo en la diferenciacion temprana
de estas iineas celulares.
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Los procedimientos efectuados en los animales, fueron realizados en los bioterios del Feigin Cancer
Center del Baylor College of Medicine y del Veterans Affair’s Medical Center, de Houston Texas.
Como criterio de terminacidn del expenmento se decidié sacrificar a los animales con un crecimiento
tumoral mayar de 2230 mm’ o de un peso igual o mayor al 10% del peso corporal, También se
sacrificaron los animales enfermos que presentaron caquexia, dificultad respiratoria, hipoactividad y
ataque a su estado general. La cutanasia se efectud por asfixia en una atmosfera saturada con COy,

7.1.3 LINEAS CELULARES

Para inducir el crecimiento de tumores en los animales experimentales se utilizé lu linea celular TM40-
D. Esta linea se deriva de ratonas virgenes normales de la cepa Balb/c y se generd a partir de células
murinas del epitelio mamano (FSK) cultivadas durante periodos de tiempo vanable. Las células FSK
fueron inyectadas en el tejido adiposo de las almohadillas mamarias de modelos munnos y después de
11 pasajes seriados las células transplantadas generaron tumoraciones alveolares preneoplésicas con
gran capacidad de tumorigénesis®,

7.2 METODOS
7.2.1 ENSAYQ DE ELISA (ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY)

Para determinar los niveles de anticuerpos especificos en contra de adenovirus en el plasma de los
animales preinmunizados y en los animales controles, se utilizé un métudo indirecto de ELISA”, en
donde el adenovirus-5 AFT2M39 fue utilizado como antigeno. Para este propdsito se utilizé una
solucién de 8.87X10'* vPmt » las particulas virales fueron fijadas por enlaces no covalentes en la base de
una microplaca de titulacién con 96 celdillas y el exceso de antigeno se lavé con una solucidn de
amortiguador de fosfatos y detergente tween 20 (Phosphate Buttered Saline Plus Tween 20 (20X). Cat,
RP 0014. ScyTek Laboratories. Logan Utah, U.S.A). Las celdillas fueron llenadas con superblock
bloking buffer en PBS (Picrce. Rockford, HOlinois. U.S.A. Cat. No. 37515) para bloquear [os epitopes
inespecificos de lus proteinas que pudieran unirse con los anticuerpos y obstaculizar el ensayo.
Enscguida, se afiadieron las muestras de suero en las celdas correspondientes; cualquier anticucrpo
especitico contra adenovirus se unicia a la tase sélida, El complejo de antigeno-anticuerpo fue
cuantificado por medio de una técnica de “‘sdndwich” utilizando un conjugado de anti-inmunoglobulina-
enzima (Pierce Cat. No. 32490.), el cual se une al anticuerpo anti-Ad-5 previamente fijado en la fase
s0lida. Finalmente, se afiade ¢l substrato para la enzima (3,3°.5,5 -tetrurmethyl Benzidine Substrate
Solution. Pierce Cat. No 3402.) que produce una reaccién colarimétrica, la cual es cuantificada como un
incremento en la absorbancia a través de un espectrofotémetro (ELX800 Universal Microplate Reader
Bio-Tck Instruments). Ver la Figura 12.
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Figura 12. Representacion esquematica del ensayo de ELISA. El procedimiento se explica por medio
de cuatro pasos secuénciales: el primero es la fijacién del antigeno en el fondo de la placa, el segundo es
la formacion del complejo antigeno-anticuerpo, el tercero es la formacién de un sandwich mediante la
unién del primer y segundo anticuerpo, y el cuarto es la produccién de una reaccién colorimétrica
después de la reaccion enzima-substrato.

7.2.2 ENSAYO DE NEUTRALIZACION DE ADENOVIRUS

Esta técnica, se realiza en células en cultivo y tiene como finalidad medir la capacidad de los anticuerpos
-especificos contra adenovirus- para inhibir la infeccion (lisis) de las células por las particulas virales en
estudio. Usualmente, el anticuerpo es mezclado con el agente viral y posteriormente incubados por un
tiempo variable. Posteriormente, la mezcla es agregada al cultivo de células. El titulo de neutralizacion
es visualirado como un marcador subrogado de la habilidad del anticuerpo para prevenir la infeccién in
vivo™,
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Para tal efecto, S¢ emplearon placas de 96 cavidades donde se mezclaron 50 pL. de las diferentes
diluciones del suero con igual volumen de cada uno de los aislamientos virales (100 TCIDso Ui/0.05ml).
Las diluciones fueron realizadas en medio MEM suplementado con suero fetal de temera al 2%
inactivado por calor. Después de incubar durante 1 b a 37 °C, se adicionaron 100 uL de una suspensidn
de células Vero -en medio 199 con sueta fetal de ternera al 10 % - a una concentracién de 2X10°
células/ml. Enseguida las placas fueron incubadas a 37°C bajo una atmdsfera de C0; al 5% durante 3-5
dias.

Los resultados fueron obtenidos cuanda el titulo de infectividad del virus fue de 30 a 300 TCIDS0 Ui. El
titulo de neutralizacidn fue considerado como > 50% del efecto citopatico (CPL) comparado con el
coatrol.

7.2.3 ENSAYQ DF. LA PROTEINA VERDE FLUORESCENTE (GFP-ASSAY).

A pesar de que los vectores adenovirales pueden infectar a un gran nimero de células, existe gran
variacion en el grado de transduccidn entre diferentes tipos de lejido. Coun el objeto de cuantificar la
cficicncia en la transduccién dc los difercntes vectores virales, se ha modificado su genoma,
insertdndoles genes exdgenos que expresan marcadores biologicos con actividad enzimdtica o de
lumimiscencia. Un ejemplo de este tipo de vectores que codifican para genes reporteros, es el Adv-
Luciferasa, en donde la actividad de la proteina reportera ¢s facilmente detectada por medio de un
ensayo enzimdtico®. Aunque los ensayos enzimdticos para detectar pratelnas reporteras son de suma
utiidad en |a cuantificacidn de las proteinas reporteras, ninguno de ¢llos permite visualizar la presencia
-in situ- del gen reporterc y por ende de la particula viral que lo transporta. Por esta ruzén decidimos
utihzar Adv-GFP para dcmostrar la eficacia de la transferencia y expresion génicas después de la
inyeccion intratumoral de Adv-GFP.

La expresion de GFP fue visualizada utilizando un microscopio de inmunofluorescencia. Para tal efecto.
los animales fueron sacrificados a los Z, 7, {4 dias después de la inoculacidon de Adv-GFP, luego se les
practicd la necropsia y extraceion del higado, buzo, ovanio y tumor. Posteniormente, cada drgano fue
observado bajo el microscopio de fluorescencia con la finalidad de obtener un estudio cualitativo de la
expresion de GFP mediada por adenovirus, como s¢ muestra en la figura 13.
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Figura 13. Microfotografia de células tumorales transducidas con AdV-GFP. Notese la emision de
fluorescencia emitida por la proteina reportera expresada por el transgen en aquellas células que han sido
transducidas con el vector.
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7.2.4 ENSAYO DE LUCIFERASA

Para determinar cuantitativamente los niveles de expresion de los genes reporteros se utilizé un
adenovirus portador de la secuencia reportera que codifica para luciferasa. La actividad de la enzima fue
determinada por medio del ensayo de luciferasa (Promega Madison, WI. U.S.A. Cat. E1500). Para
iniciar el ensayo, cada tejido/6rgano fue lavado con buffer de fosfatos y cada muestra fue colocada en
tubos de polipropileno conteniendo 2 ml de buffer de lisis [25 mM Tris —phosphate pH 7.8, 2 mM
dithiothreitol (DTT), 2 mM 1,2 diaminocyclohexane-N NN’ N’-tetraacetic acid, 10% glycerol, 1%
Triton X-100]. Posteriormente, cada uno de los tejidos en estudio fue sometido a homogenizacion
mecdnica utilizando un homogenizador (Ultra-Turrax laboratory disperser/homogenizer, IKA works #
27950-00). Cada homogenizado fue sometido a centrifugacion a 2000 RPM X 2min, con la ﬁnahdad de
eliminar el sedimento de detritus celulares, mientras que el sobrenadante fue almacenado a -80°C. Para
medir la actividad de luciferasa se mezclaron 20 pl de cada homogenado con 100 pl del reactivo de
luciferasa [20Mm tricine, 1.07 mM (MgCOj3)s Mg (OH),.5H>0, 2.67 Mm MgSOy, 0.1 Mm EDTA, 33.3
Mm DTT, 270uM coenzyme A, 470puM luciferina,530uM ATP, final pH 7.8]. Inmediatamente después
se cuantifico la emision de luz durante un periodo de 10 segundos en un luminémetro modelo TD-20/20.
(Ver la Figura 14.).

Transferir el sobrenadante
a un tubo de ensayo

Transferir a un tubo
de centrifuga

@.JJ

Agregar 100 ul del subtrato

- (lucifering) |
Emisi6n de
Cenlnfugado LUZ
Extracto Celular
Extractos Celulares
+
Buffer de Lisis Actividad de luciferasa

en el luminémetro.

Figura 14. Ensayo de luciferasa. Las reacciones quimicas que ocurren durante ¢l ensayo de luciferasa
producen luz. Los componentes de la reaccion son: el oxigeno, el substrato luciferina y la enzima
luciferasa. El oxigeno se pone en contacto con la luciferina y la oxida, en presencia de la luciferasa, para
formar luciferina oxidada. La energia necesaria para la reaccion proviene del ATP. Una vez formada la
luciferina oxidada, ella se descompone espontancamente y se regeneran la luciferina inicial y el oxigeno,
y el exceso de energia que fue facilitada por el ATP es liberada en forma de luz.
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7.2.5 TUMORIGENESIS

Para establecer el modelo de tumorigénesis s¢ utilizé la linea celular TM40-D con la finalidad de
producir una fenocopia de tumores ortotépicos en ratones Balb/c y poder investigar los efectos de la
respucsta inmune humoral sobre la transferencia y expresion genéticas de twmores inyectados con
vectores adenovirales. Para este proposito, los ammales fueron anestesiados con pentobarbital
(NembutalR, Abbott Laboratories. Chicago, IL) a una dosis de 50 mg/kg. Posteriormente, cada animal
fue inoculado con células TM40-D a una concentracion de 6X10%, la imyeccidn se efectud por via
subcutdnea en el flanco posterior derecho con un volumen de 50 ul.

Después de un periodo de tumongénesis de 3-4 semanas -en el cual los tumores alcanzaron un didmetro
de 50 a 60 mm’,- los animales fueron inmunizados con dos diferentes vectores virales ( ADV-GFP o
AFT2MS59 ) a una dosificacidon de 1X 10" VP/20 pl. Para evaluar el crecimiento tumoral los tumares
fueron medidos cada 4 dias en sus 2 ejes perpendiculares, utilizando un calibrador digital tipo vernier; el
volumen tumoral fue calculado utilizando la formula (a X b’ )/2 , en donde a es el cjc mayor y b s el eje
menor del tumor®™,

7.2.6 RECOLECCION DE TEJIDOS.

Para la obtencion de las muestras de higado, bazo, ovario, pulmdn y tumaores, se sacrificaron |os ratones
por media de dislocacion cervical, Inmcdiatamente se realizd una laparotomia a cielo ubierto y se
procedio a disecar y remover a cada uno de los drganos en estudio. Todas las muestras fueron colocadas
en cecipientes con nitrégeno liquido y almacenadas a -80%.

7.2.7 RECOLECCION DE MUESTRAS DE SUERO

La cxtraccion de sangre se realizd bajo anestesia general siguiendo el métado modificado de puncidn del
seno reug-orbital, para ello se utilizd wna micro-pipeta de 200 pl con puntillas embebidas de heparina y
cortadas cn forma diagonal para facilitar la puncion. De cada animal se extrajeron 200 il de sangre totai,
los cuales fueron ceatrifugados a 2000 RPM x 4 min, el plasma sobrenadante fue almacenado a -80°C
para su estudio posterior.

7.2.8 ANALISIS ENZIMATICOS

Las enzimas hepdticas son proteinas que se encuentran en el higado en concentraciones altas, tambien es
posible encontrarlas en el mdsculo, en las células cardiacas y en menor cantidad en la sangre. Estas
enzimas son liberadas hacia el torrente circulatorio cuando las células hepéticas sufren dano. Por medio
de ensayos de laboratorio es posible medir la cantidad de enzimas que son liberadas por las células
hepaticas y estimar la extensidn del dana al higado.

Para la determinacion de la actividad de enzimas hepiticas se cuantificaron los titulos de las enzimas

Alanina Aminotransferasa (ALT), Aspartato Aminotransterasa (AST) y Fosfatasa Alcalina (ALP). Los
valores respectivos son reportados en Unidades Internacionales por Litro.
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7.2.9 ESTUDIO ANATOMOPATOLOGICO

Durante la necropsia de los animales se procedid a recolectar los diferentes tejidos bajo estudio. Cada
érgano fue sumergido en formol, después de su fijacién los bloques fueron deshidratados en
concentracioncs crecientes dc alcohol, aclarados con xilol e incluidos en parafina. Los cortes se
realizaron en un microtomo, obteniéndose una cinta de rebanadas de tejido de 5 a 8 micras de espesor,
Finalmente, los cortes fueron tefiidos con la técnica de hematoxilina y eosina y se examninaron con el
microscopio de luz.

El higado, pulmdn y bazo de cada anima! fueron examinados para la bisqueda de hepatitis, ncumonia
intersticial e hiperplasia esplénica. Los cambios histalégicos fueron catalogados con una escala del 0 al
4, en donde ¢l cero representa la motfologia normal y el 4 severa inflamacidn, hiperplasia o necrosis.

7.2.10 ANALISIS ESTADISTICOS

El procesamiento estadistico de los resultados obtenidos durante los ensayos de luciferusa, ELISA y
anticuerpos neutralizantes en los diferentes grupos de estudio, se realizé por medio de la prueba T de
Student y del analisis de varianza unidireccional.

El andlisis de varianza umidireccional (oneway ANOVA). Es una prueba estadistica para analizar si més
de dos grupys difieren significativamente entre si, en cuanio a sus medias y vanianzas, El andlisis de
varianza unidireccional produce un valor conocido como “F” @ razén “F”, quc se basa en una
distribucién muestral, conocida camo la dissribucion “F". La razdn "F” compara las variaciones en las
puntuaciones debidas a dos diferentes fuentes: Variaciones emtre los grupos gue se comparan y
vaniaciones dentro de los grupos.

El andlisis dc varianza fuc utilizado para probar la hipdtesis dc que varias medias son, g no iguales y es
una exlensidn de la prueba “t”, ya que la prueba “t” es utilizada para dos grupos mientras que el analisig
de varianza unidirecciona) sc usa para tres, cuatro 0 més grupas.

Una vez que determinamos las diferencias que existen entre las medias fue canveniente conocer cual de
las medias fue la que difirid. Como el anélisis de varianza unidireccional solamente nos seriala si la
diferencia ente las medias y las distribuciones de los grupos es o no significativa, pero no nos indica a
favor de que grupo la c¢s. Adicionalmente decidimos comparar cada par de medias y determinar
exactamemnte en donde pueden estar las diferencias significativas. Para tal propésito se utilizg un
contraste a posterior, comparando las medias y las distribuciones dentro de los grupos.

Para el comrecto cumplimiento de cada uno de estos puntes, utilizamos un paquete estadfstico para
computadora (SPSS Version 11.0), el cual contiene pruebas estadisticas para contrastes a posteriori en el
anélisis de varianza unidireccional. Nosotros utilizamos la prueba de diferencia significativa minima
(LSD) y la prueba “post hac” de comparaciones maltiples. El valor a (alfa) que se eligié para nuestro
estudio fue a un nivel de significancia del .05 expresado en térmunos de probabilidad (p).
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7.2.11 DISENO EXPERIMENTAL DE LA PRIMERA ETAPA: Evaluacion del Efecto de la
Inmunidad Humoral Sobre la Transferencia y Expresion de los Genes Reporteros.

Durante la etapa inicial de nuestro programa de investigacion se utilizé una poblacién de 45 ratonas de
la cepa Balb/c a las cuales se les provoco la aparicion de tumores mediante la inyeccién de 1X10°
células TM40-D. Los cultivos celulares fueron mantenidos A 37°C en una atmosfera de C0, utilizando
medio D-MEM suplementado con suero fetal de ternera al 10%. Cuando la confluencia celular fue
cercana al 80% , las células en monocapa fueron lavadas con PBS y posteriormente tratadas con tripsina
al 5%, después de un nuevo lavado y centrifugado, las células fueron contadas, resuspendidas en D-
MEM y finalmente inyectadas en la regién dorso-lateral de cada uno de los animales bajo estudio.

Después de un periodo de tumorigénesis de 4 semanas los animales fueron agrupados en 3 diferentes
grupos de estudio e inmunizados de la manera siguiente:

El Primer grupo quedé conformado por 15 ratones inoculados por via subcutdnea con el vector
adenoviral portador del gen reportero GFP. La cantidad de vector inoculada fue de 1X10'"? en 20pl. El
segundo grupo de estudio quedé integrado por 15 ratones inoculados con la misma dosis del vector pero
por via intratumoral, mientras que el grupo control no recibi6é adenovirus y sélo se le inyectd por -via
subcutanea- Tris-GVL buffer. Adicionalmente, se inyectaron 5 ratones inmunodeficientes RAG-2, los
cuales fueron utilizados como segundos controles, ya que aunque recibieron la inyeccion de adenovirus,
no tienen capacidad de generar anticuerpos. Ver la Figura 15.

Figura 15. Diseiio experimental de la primera etapa de investigacion. La poblacion en estudio
quedd constituida por 50 ratones subdivididos en 4 grupos de estudio.
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Dos semanas después de la inmunizacién (dia 14), todos los animales fueron inoculados con un Segundo
tipo de adenovirus portador de la secuencia codificante de luciferasa. La inyeccion se realizd
directamente dentro del tejido tumoral a una dosificacién de 1X 10" VP/20 pl.

Dos, siete y catorce dias después de la reinmunizacién (dias 16, 21 y 28) se sacrificaron 5 animales de
cada grupo. Se tomaron muestras de higado, bazo, ovario, piel y tumores. Todos los érganos extraidos
fueron examinados inmediatamente y de manera directa por medio de un microscopio de
inmunofluorescencia para efectuar un analisis cualitativo de los niveles de fluorescencia presentes en
cada una de las muestras biolOgicas. Posteriormente, se realizo el ensayo de luciferasa con el proposito
de determinar de manera cuantitativa los niveles de expresion de los genes reporteros

Antes, durante y al final del experimento se tomaron muestras de sangre de cada animal (dias 0, 14, 16,
21 y 28) con la finalidad de establecer los niveles de anticuerpos circulantes en contra de adenovirus;
mediante los ensayos de ELISA y de anticuerpos neutralizantes. Los detalles metodologicos de la
primera etapa de investigacion son esquematizados en la Figura 16.

ESTUDIO DE INMUNOFLUORESCENCIA
Muestras de Tefido

Extractos Celulares ﬂ
ENSAYO DE LUCIFERASA

Maestras de Suero w

SOul Suero/animal ELISA Y ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES

Figura 16. Estrategia general de la fase I. Representacion esquemética del diseflo experimental
dirigido a evaluar el efecto de la inmunidad humoral sobre la expresion de los genes reporteros.
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7.2.12 DISENO EXPERIMENTAL DE LA SEGUNDA ETAPA

El disedo expennmental de la segunda etapa, se basa en una innovadora estrategia consistente en utilizar
dosis crecientes (masivas) de vectores adenovirales en ratones pre-inmunizados, a los cuales se les ha
inducido la generacion de tumorcs mamarios dc tipo heterotépico. Dos scmanas despus de la
administracidn inicial del vector, los animales son reinoculados con un segundo tipo de adenovirus por
medio de una inyeccion intratumoral. El propdsito general de esta estrategia es determinar los efectos de
la pre-inmunizacién sobre la transduccidn intratumoral y la diseminacidon sistémica de AdV-Luc. y
dilucidar, si la utilizacién de dosis crecientes de vectores udenovirales en ratones con inmunidad pre-
existente puede superar los efectos de la inmunidad local pero no los de la neutralizacién sistémica,
restituyéndose as( los niveles de expresidn; sin la presentacion de tendmenos de hepatotoxicidad o
diseminacién sistémica.

En este singular modelo bioldgico, lu presencia de anticuerpos circulantes en contra de adenovirus
pudiera impedir su diseminacién més alld del sitia de inyeccidn, circunscribiendo la cxpresién del
transgen al micro-ambiente tumoral. Desde esta perspectiva, la barrera de anticuerpos evitlara la
infeccion de las ¢élulas hepdticas, asi como, la presentacion de inflamacion y la consiguiente destruccion
de los hepatocitos por los linfocitos T citotdxicos. Por otro lado, dentro del parénquima tumoral la pobre
vascularizacién del tumor en conjunie con una poblacion excesiva de particulas virales, rebasardn el
umbral de la respuesta inmune montada en contra de adenovirus.

Dos diferentes tipos de adenovirus tipo S fueron utilizados durante esta ctapa. Durante la etapa de
preinmunizacion se utilizé el Adv-5 FTZMS59 (AdV-FT2M39) construido bajo ¢l control transcripcional
del promotor del Virus del Sarcoma de Rous (RSV) y carente de genes reporteros (gutless), este vector
fue utilizado para inducir la produccidn de anticuerpos en el grupo de animales pre-inmumnizados. Un
segundo vector (AdV-Luc) que expresa el gen de la luciferasa bajo el control del promotor CMV fue
utilizado durante |a re-inmunizacién y/o administracidn de dosis crecicntes de adenovirus.

Ambos vectares han sido descritos con anterioridad, fueron canstruidos can los métodos estdndar. >’
Su titulacidn fue determinada mediante cspectrofotometria de absorcién y la utilizacién de las técnicas
de diluciones seriadas y de efecto citopdtico en la linea celular 293%°, La titulacién de ambos vectores
s¢ ubicé en el rango de 9X10% particulas virales (v.p/ml) con un radio de v.p/ Unidades Infecciosas
menor de 20.

La pieinmunizacion fue realizada a través de la inyeccidn de un vector adenoviral con carencia de
secuencias codificantes para genes reporteros “Gutless”. La decision de utilizar este vectar se basa en la
necesidad de evitar la aparicién de fendmenos de inmunogenicidad en contra de |as proteinas expresadas
por los transgenes y garantizar que la generacién de anticuerpos esté dirigida exclusivamente en contra
de las antigenas virales,

La preinmunizacién se efectud a través de la inycccidn intratumoral del vector AdV-FT2MS59 a una
dosis de 1X10" v.p/ml por animal. La reinmunizacidn fue realizada por medio de la inyeccion IT de
AdV-Luc a dosis progresivamente crecientcs en un rango de 2X10° a 2X10'" v.p/ en un volumen dc 20
41/ tumor. Los aspectos metodoldgicos relacionados con el modelo tumoral, animales, ensayos in vitro,
lineas celulares, recoleccién de tejidos, toma de mueswas de suero, andlisis enzimdticos, estudios
histoldgicos y andlisis estadistico han sido descntos previamente dentro del capitulo 7 de Materia] y
M¢érodos.
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El disefio experimental de la segunda etapa de investigacion es semejante al de la primera y sus aspectos
generales estan detallados en la figura 17. Para este experimento se utilizé una poblacion de 35 ratones
Balb/c los cuales fueron divididos en 7 diferentes grupos de 5 ratones cada uno. Durante el dia 0 del
experimento, cinco grupos de animales recibieron pre-inmunizacién con AAV-FT2MS59, mientras que
dos grupos fueron inyectados con solucién de amortiguador de fosfatos (PBS) para constituir los 2
grupos control. En el dia 14, todos los animales pre-inmunizados fueron inyectados por via intratumoral
con dosis crecientes de AdV-Luc como se explica a continuacion: grupo 1: 2X10°, grupo 2: 6X107,
grupo 3: 2X10", grupo 4: 6X10', grupo 5: 2X10", v.p./20pl/tumor. Del mismo modo, durante el dia
14, a los 2 grupos de animales controles se les inyecté con AdV-Luc a una dosis de 2X10°, y 6X10"
v.p./20pl/tumor.

Dos dias después de la re-inmunizacién (dia 16) todos los animales fueron sacrificados y se procedié a
recolectar muestras de cada uno de los tejidos en estudio ( higado, bazo, tumor, ovario y pulmon) para
realizar los respectivos ensayos de luciferasa y estudios histolégicos. Simultanecamente, se tomaron
muestras de suero para realizar el ensayo de ELISA y los estudios enzimaticos. Finalmente, los
resultados fueron analizados mediante un andlisis de varianza unidireccional (ANOV A oneway).

17. ESTRATEGIA GENERAL DE LA FASE I (SEGUNDA ETAPA) DIRIGIDA A EVALUAR
SELA PRE-INMUNIZACION PERMITE EL USO DE DOSIS PROGRESIVAS DI
ADENOVIRUS SIN LAAPARICION DE HEPATO-TOXICIDAD

LSACRIFICIODE SRATONES POR GRLPO

LENTRACCION DE ORGANOS PARAN EANSAVYOS
PDELULCIFERASAY Y ESTUDIO HISTOL OGO

L TOMADE MUESTRASDESURERO PARN ELISA
Y ESTLDIOS EAZINIATICOS

PREINSHENIZACTON

ENSAYO DE ELISA Y ENZIM



7.213 DISENO EXPERIMENTAL DE LA TERCERA ETAPA: Dirigida al Desarrollo de
Esquemas para Disminuir la [Inmunogenicidad de los Vectores Adenovirales.

Recientemente, se ha desarrollado un novedoso método para conjugar polimeros de polietilen-glicol
(PEG) con las proteinas de la capside de los adenovirus. Esta técnica se denomina PEGilacién y ha sido
empleada con anterioridad en [a industria farmacéutica para resguardar las proteinas y enzimas de la
degradacion metabdlica y protegerlas de los etectas de la inmunidad'®. En este trabajo utilizamos
vectares adenovirales conjugados comr tresilato de monometexi-polictilen-glicol (TMPG), con el
propésito de caractenizar la respuesta humoral en contra de adcnovirus; asi como establecer si la
PEGilacidn del vectur se traduce en una tejor y persistente expresion del tcansgen.

Para la produccién de los conjugados virales se utilizaron adenovirus tipo 5, de primera generacién que
expresan las secuencias para proteina verde fluorescente y fuciferasa bajo el control del promotor CM V.
Asimismo, se utlizé un adenovirus carente de secuencias reporteras “gutless” (Adv-5 FT2ZMS59). Todos
los vectores fueron amplificados en células 293 utilizande ¢l método ya conocido, ** luego las particulas
virales fueron purificadas a partir de los lisados celulares por medio de centrifugacion diferencial en
gradicntes de cloruro de cesia, Alicuotas de cada vector fueran desaladas en una solucién 10 mM  de
amortiguador fosfato-patasio (pH 7.4). Las concentraciones virales tueron determinadas por
espectrofotometrfa UV a 260 nm, y corresponden a 9.02X10' | 1.86X10", 8.87X10", V.P/ml para
AdV-Luc, AdV-GFP y AdV-FT2M59 respectivamente.

Durante ¢l procedimiento de PEGilacidn se utilizd un gramo de tresil-MPEG {TMPEG) obtenido de
sigma chemical co. (st. louis, ma.), el cual fue diluido en 5 mi de “GVL tris Buffer” (pH 8). La reaccién
de comjugacion se realizd durante un periodo de 30 minutos a 25'C de temperatura, utilizando una
concentracién de partfculas virales equivalente a 1X10" v.p resuspendidas (volumen a volumen ) en
TMPG y utilizando un aparato de rotacidn lenta. La reaccién fue detenida por medio de la adicidn de
10X Llisina y postenior disminucidn de la temperatura a 4°C,

Durante esly etapa del estudio se utilizé otro grupo de animales (n = 60} preinmunizados, pero ahara
utilizando un vector adenoviral recubierto con polimeros de polietilen glicol. Para este propésito, se
repitid el experimento inicial, pero se incluyeron dos importantes vanables:

Primera: durante la etapa de preinmunizacién (dia 0) se usé un vector adenoviral diferente al Ad-GFP.
Este vector se denomuna “gutless” AJAFTMZ, ya que carece de un gen reporteso y por afadidura no
expresa proleinas exdgenas, cvitdndose asi la produccidn de anticucrpos ¢n conlra de las proteinas
reporteras, y garantizando que la respuesta humoral estuviese exclusivamente dingida en contra de (as
proteinas virales. Segunda: durante la preinmunizacidn se incluyeron dos grupas adicionales de ratones:
Uno que recibid una inyeccion intratumoral con el adenovirus AQFTM?2 encapsulado con un polimero de
PEG bioldégicamente activado (Tresylmonomethoxypolyethylene glycol -TMPG), y otro que fue
inoculado con el adenovirus cncapsulado con un polimero no activado dc polictilen glicol
{Monomethoxypolyethylene glycol -MPG).

Dos semanas mas tarde los ratones fueron reinmunizados de la manera citada durante el primer
experimento, pero ahora cada uno de los grupos fue subdividido en subgrupas de 4 ratoncs. Cada uno de
los diferentes subgrupos fue entonces teinmunizado con solo uno de los siguientes vectores AdV-Luc,
AdLuc+TMPG, AdV-GFP o AJ/GFP+TMPG. El resto del experimento se culminé de manera
semejanie al expenmento inicial, Ver [a Figura 18.
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Figura 18. Estrategia general de la tercera etapa de investigacién. Representacion esquemdtica del método
experimental dirigido a disminuir la inmunogenicidad de los vectores adenovirales a través de la encapsulacion de la
capside ( PEGilacion ) con Polimeros de Polietilenglicol.




8. RESULTADOS

8.1 Evaluacion del Efecto de la Inmunidad Humoral Sobre la Transterencia y Expresion de los
Genes Reporteros

Para imvestigar los efectos de la inmunidad humoral contra adengvirus en un modelo mwrino, se
inocularon 45 animales con células de cancer de mama, Después de un perfodo de 3 semanas de
tumarigénesis, se inmunizé (dia 0) a los ratones en estudio mediante la inyeccién de un vector
adenuviral. Estableciéndose 3 grupos de estudio: A)- 15 ratonas fueron inyectadas por via intrutumoral.
B)- 15 animales fucron inoculados por via subcutinea y, C)- El grupo control quedd constituido por 15
animales inyectados por via subcutéanea con buffer de fosfatos (PBS). Adicionaimente, se inyectaron 5
ratones inmunodeficientes RAG-2, los cuales fueron utilizados como segundos controles, ya que aunque
recibieron la inyeccidn de adenovirus, no tienen capacidad de generar anticuerpos.

Dos semanas después (dia 14) de la inmunizacidn todas los animales fueron re-inmunizados por medio
de la inyeccidn intratumoral de un segundo vector adenoviral portador del gen reportero que coditica
para la enzima luciferasa, con la finalidad de monitorear los niveles de expresion de la protefna reportera
dentro del tumar, asi come la diseminacién del vectar a otros 6rganos.

Durantc los dias 16, 21 y 28 se sacrificaron 5 animales de cada uno de los grupos y se practicd diseccién
y extraccion quirdrgica del higado, bazo, ovarios y tumor de cada uno de los animales con la finalidad
de realizar los ensayos de luciferaza ¢ inmunofluorcscencia. Asimismo, las muecstras de sucro
correspondientes a los dias 0, 14, 16, 21 y 28 del expenimento fueron analizadas para determinar la
cantidad de anticuerpos especificos en contra de adenovirus, por medio de los ensayos de ELISA y de
neutralizacion.

Se analizaron los datos obtenidos entre los grupos de animales inmunizados por via subcutdnea e
intratumoral y se compararon can aquellos obtemdos en los arimales testigos. En los dos grupos de
animales preinmunizados, la producciin de anticuerpos en contra de adenovirus fue elevada y
persistente, aunque declind lentamentc a lo largo del tiempa.

Con respecto a los animales controles incculadas con solucién saling, la produccion de anticucrpos fue
nula durante los dias 14 y 16, siendo sinular a la exhibida por [os ratones antes del tratamiento y a la de
los ratones inmunodeficientes..

Los aspectus cinéticos de la produccidn de anticuerpos revelan que el incremento en los titulos &s ung
funcion dependiente del tiempo. Se observd una sobreproduccidn de anticuerpos después de 7 dias de la
primera inmunizacién y los titulos permanecieron elevados durante l4 semana siguiente. Después de |a
reinmunizacién con el segundo vector (dia 14), se obscrvé un mayor incremento en la produccion de
anticuerpos hacia el dia 21. Finalmente, la actividad humoral comenzd a disminuir hacia ¢! dia 28, o sea
2 las 4 y 2 semanas después de la inmunizacién y reinmunizacién, respectivamente. Ver la Tabla 1 y
Figura 19.
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Tabla. 1 TITULACION DE ANTICUERPOS EN CONTRA DE rAdv-5 POR ELISA

Ttulo (log2/50ul)

Grupo: A B C D E Media
Pre-Tx <3 <3 <3
Control D-14 < <3 <3 <3 <3 <3
Intratum.D-14 5 4 7 5 5 52
Subcut. D-14 3 4 7 5 4 4.6
} RAG-2 <3 <3 <3 <3 <3 <3
Control D-16 <3 <3 <3 <3 <3 <3
Intratum.D-16 8 8 8 5 3 6.4
Subcut. D-16 4 bt 8 8 h [ 7.2
Control D-21 7 7 7 4 8 6.6
Intratum.D-21 8 11 10 9 10 9.6
Subcut. D-21 | 10 10 0 9 10 9.6
Control D-28 4 4 5 6 6 5
Intratum.D-28 8 11 9.5
Subcut, D-28 7 S 8 7 7.5

Figura 19. Gréifico de los titulos de anticuerpos contra rAdv-S por ELISA. Noétese, que en los
animales controles la produccion de anticuerpos se eleva una semana después de la inyeccién inicial
del vector. En los grupos de animales pre-inmunizados se aprecia una elevacion en los titulos de
anticuerpos muy similar entre las dos vias de inmunizacion.
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Los resultados del ensayo de neutralizacion son similares a los del ensayo de ELISA, ya que también se
observo un primer pico de elevacion de anticuerpos, una semana después de la primoinfeccion del grupo
de animales controles. En los animales preinmunizados, se observé un segundo incremento en la
neutralizacion después de 7 dias de haberse inyectado el segundo vector. Ver la Tabla 2 y Figura 20.

Tabla 2. TITULO DE ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES EN CONTRA DE rAdv-5

Titulo
(logz/50ul)
Grupo A B C D E Media | Std. Dev SQRT
Pre-Tratamiento 0 0 0 0 0.00 0.00 0
Control D-14 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0
Subcut. D-14 4 4 5 2 3 3.60 1.14 0.509902
Intratum.D-14 P 3 4 5 4 4.00 0.71 0.316228
Control D-16 1 1 | 1 1.00 0.00 0
Subcut. D-16 7 7 6 7 6.75 0.50 0.223607
Intratum.D-16 | 5 6 6 6 3.8 0.50 0.223607
Control D-21 S 4 5 6 6 5.20 0.84 0.374166
Subcut. D-21 9 8 8 9 10 8.80 0.84 0.374166
Intratum.D-21 7 8 8 6 9 7.60 1.14 0.509902
Control D-28 4 5 6 S 5 5.00 0.71 0.316228
Subcut. D-28 8 8 8 8 8.00 0.00 0
Intratum.D-28 8 8 8.00 0.00 0

TITULO (log2/50ul)

Figura 20. Grifico de la actividad de neutralizacién de Adv-5. El titulo de neutralizacion se visualiza
como un marcador subrogado de la habilidad del anticuerpo para prevenir la infeccion in vivo.
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Los resultados del ensayo de luciferasa obtenidos para el grupo control son ilustrados en la figura 21. El
andlisis de los mismos demuestra que durante ¢l dia 16 el grupo de animales controles (sin inmunidad
pre-existente), exhibe una actividad de luciferasa extremadamente elevada en cada uno de los 6rganos
examinados -higado, bazo, tumor y ovario-. Dicha elevacién es mas acentuada en el higado y dentro del
parénquima tumoral (3.00E+8) que las observadas en el bazo y el ovario (2.00E+8 y 1.00E+8
respectivamente).

ACTIVIDAD DE LUCIFERASA EN EL GRUPO CONTROL
DURANTE LOS DIAS 16, 21 y 28

Il HGapo TUMOR

B BAZO  OVARIO

Figura 21. Actividad de Luciferasa en el Grupo Control durante los dias 16, 21 y 28, Notese que la
actividad de luciferasa en los ratones normales es extremadamente elevada durante el dia 21, ya que los
animales carecen de anticuerpos que puedan obstaculizar la transferencia génica de los genes reporteros
v/o impedir la diseminacion sistémica del vector.



Das dias después de la inyeccién intratumoral del vector AdV-Luc a una dosis de 1X 10 v.p. /tumor, el
promedio de actividad de luciferasa dentro del tumor de los animales controles fue 23 veces mds alto (23
X) comparado con los ratones pre-inmunizados (3.07E+08 RLU/gm y 1.3E+07, respectivamente, p=
0.004). De la misma manerd, lu expresion de luciferasa en el total de tejidos examinados fue
significativamente mds elevada en el grupo control en comparacién con los animales con inmunidad pre-
existente; 808 X para el higado, 2,392 X para el bazo y 714 X para los ovarios.

Por otro lado, en el grupo control, no se observaron diferencias significativas cuando se compard la
expresion de Luc (en el dia 16) entre tumeor, higado, bazo y ovanos, o cual indica la diseminacion
sistémica del vector. Sin embargo, en los grupos de animales pre-inmunizados, la expresion de AdV-
Luc, inyectado intratumoralmente, a nivel del propio tumor fue significativamente mayor comparada
con la observada en el higado ( 33 X, ), bazo (131 X, ) y ovario ( 55 X, ). Ver las Figuras 21, 22 y 23.

Una semana después de que el grupo de animales controles recibid la primera inyeccion can adenovirus
(dia 21}, se presentd una aotoria disminucion en los niveles de expresién de la proteina reportera dentro
del tejido tumotal (7.00E+6). No obstante que la disminucién de luciferasa fue mds importante dentro
de) tumor, también se presenté en el resto de los drganos, obteniéndose valores de 1.8E+8, 1.00E+7 y
3.00E+6, para higado, baza y ovarig, respectivamente. Resultados similares fueron observados durante
el dia 28 o sea, dos semanas después d¢ la inmunizacién de los animales controles. El  andlisis
estudistico de estos resultados demuestra yue al comparar los valores de luciferusa existentes en el grupu
control durante ¢l dia 16, contra los valores observados durante cl dia 21 y el dia 28, sc aprecia una
diferencia sigmficativa a mvel del 014 y 017, respecuvamente. Finalmente, al comparar (0s valores
de luciferasa encontradas en €l resto de los drganos -bazg, tumor y ovario- no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (p>.689). Resultados similares fueron observados a las 2 semanas
después de la IT de!l vector. Ver ld Figura 21

La expresion de luciterasa dentro del tumor y tejidos narmales fue evaluada en funcidn del tiempo
transcurrido después de la administracién del vector AdV-Luc, tanto en animales inmunocompetentes
pero no inmunizados {countrol salina), como en ratones pre-inmunizados {grupos expenmentafes).

La expresién intratumoral de la proteina reportera (Luc) fue significativamente mayor en el grupo de
ratones control que en los experimentales, en todos los tiempos del estudio. Especificamente, la
preinmunizacion provocd una notoriz disminucién ¢n la expresion intratumoral de AdV-Luc a los 2 dias
después de iniciada la reinmunizacion (55 X ). En todos los grupus de estudio 1a expresidn de luciferasa
fue significativamente mayor durante el dia 2 dospués de la administracién de AdV-Luc.
Contrariamente, durante los dias 7 y 14 se observd una significativa distunucion de 54 veces y 53 veces
para €l grupo control y de 52 X y 337 X para el grupo de animales preinmunizados, respectivamente.
Ver la Figura 23,

En los ratoncs controles la cxpresion de AdVY-I.uc dentra del higada presenté minimos cambios en el
transcurso del tiempo (Fig. 21). Inversamente, en los grupos de animales preinmunizados se observd una
significativa disminucidn en la actividad de la enzima al compararla con los animales controles 808 X
durante el dia 2 y por arriba de 10,000 X durante los dias 7 y 4. Estos resultados se tradujeron en un
sigmficativo incremento del cociente tumor/higado de los titulos de la actividad de luciferasa, en los
animales preinmunizados en camparacidn con los animales controles en tados los tiempos.
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RLU/g de tejido. Nétese su importante disminucién dentro del tumor y en todos los érganos de
los animales preinmunizados. Particularmente, la preinmunizacién limita la expresién de
luciferasa en los tejidos Normales de 714-2392 veces (P=0.001), mientras que a nivel-tumoral
disminuyeron solo 23 veces (p=0.004).

Figura 23. Expresion Intratumoral de Adv-Luc en Ratones Controles y Preinmunizados.
Muestra como los niveles de luciferasa intratumoral se incrementan en el dia 2 después de la
inmunizacién y disminuyen durante el dia 7 en ambos grupos. En controles, la Luc. LT esta
consistentemente elevada en todos los tiempos (p=0.004).
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Con la finalidad de medir la expresién de los genes reporteros desde un punto de vista cualitativo y
comparar dichos resultados con aquellos reportados con un ensayo de cardcter cuantitativo, como es la
medicion de la actividad de la enzima luciferasa. Se realizé6 de manera complementaria el ensayo de la
expresion de la proteina verde fluorescente (GFP). Los resultados de este estudio son similares a los
reportados para el ensayo de luciferasa y son detallados en las figuras 13, A, By C.

| HIGADO W BAZO B TUMOR O OVARIO

Figura A

GRUPO SUBCUTANEO

A
L

WHGADO BBAZO ETUMOR DOVARD
Figura B BHIGADO ®BBAZO ®TUMOR mOVARIO LRI

Figuras A, B y C. Resultados del ensayo cualitativo de la Proteina Verde Fluorescente (GFP)
durante el dia 16, en los tres grupos de estudio. Se observa una significativa reduccion en el nivel de
expresion de GFP en los grupos de animales preinmunizados. Esta disminucién es més importante en el
higado, comparada con la expresion dentro del tumor.
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El andlisis estadistico de los resultados del ensayo de luciferasa entre los diferentes grupos demostré que
en el grupo control la actividad de la proteina reportera se encuentra notablemente aumentada durante ¢l
dia 16 y disminuye durante la pnmera y segunda semana (dias 21 y 28) después de la inmunizacion
(p=.014 y .017 respectivamente).

La aplicacién del mismo procedimiento estadistico (oneway ANOVA) en los grupos IT y SQ ne
demostrd diferencias stgnificativas (p>.230), lo cual demuestra que en los animales con inmunidad pre-
existente existe una homogéuea y significativa disminucién en la actividad total de luciferasa, y que
dicha disminucidn es similar entre los 2 grupos de animales inmunizados. Ver la Figura 24

Cuando se agruparon los promedios de actividad de luciferasa en cada gjido, reportados durante los 3

tiempos de cstudio y se campararon dichos promedios entre cada una de [os grupos, se ohscrvd quc

durante el dia 16 del expenmenio solamente en el grupo de animales controles se observa una

incremento en la expresion de luciferasa (M =2.E+08), mientras que en los grupos de ratones

preinmunizados por via IT y SQ se aprecia un significativo decremento en la actividad de la enzima
=3.E+06 y M=7.E+06).

La comparacién de estos promedios entre el grupo contral con los otros grupos, demuestra una
diferencia significativa a nivel del (0.000). Mientras que la comparacidn entre los 2 grupos
experimentales no demostrg diferencias significativas (p=0 .909). Ver las Figuras 24 y 25,

Durante la parte final del analisis estadistico se agruparon los valares de luciferasa de cada animal en 12
grupos diferentes en donde cada grupo contiene lus valores de luciferasa para cada tejido durante los 3
tiempos de estudio. Los promedios de actividad de luciferasa correspondientes a cada uno de [os drganas
en cada uno de los dias de tratamiento fueron entonces comparados eatre los diferentes grupos de
estudio. De esta forma, la variable deperliente quedé constiturda por cada uno de los tejidos en cada
uno de los diferentes tiempos de estudio (Higado dia 16, Higada dia 21, Higado dia 28 .. .etc), mientras
que la variable independiente quedd integrada por los 3 grupos de estudio ( Contral, IT y 8Q),

Los resultados de este tipo de estudio demuestran que durante el dia 16 el higado de los animales
controles mostrd la mas importante elevacidn en la expresion de Luc. (M= 3.15E+08), mientras que en
los grupos [T y SQ los valores disminuyeron (M=389709 y 72598 respectivamente). Dichas diferencias
fueron significativas para una p= 0.033. Altemmativamente, la comparacion entre los grupos de animales
preinmunizados no demostrd diferencias sigmificativay (p=0.998). El mismo procedimiento e¢stadistico
practicado en los higados del dia 21 y 28, evidencid resultados similares.

De la misma manera, el andlisis estadistico practicado en ¢l bazo exhibid resultados semejantes a los
reportados en el higado para cada uno de los tiempus de estudio.,

El estudio de la actividad de luciferasa dentro del tumor en el dia 16 demucstra un comportamicnto
semejante al observado en el caso del higado, ya que se observd una mayor actividad de la enzima en el
grupo control (M=3.07E+08) en comparacién con los grupos IT y SQ (M=1.2E+07 y 2.8E+07). Estas
diferencias fueron significativas para una p=0.004. Por otro lado, la comparacion entre los grupas de
ratones preinmumizados no mostré diferencias significativas (p=0.848).

La actividad de luciferasa dentro del tumor durante los dias 21 y 28 se observé notablemente disminuida
en tudos fos grupus, sin embargo no se apreciaron diferencias significativas al comparar los promedios
de luciferasa IT entre cada uno de los grupos (p>0.122 en el dfa 21 y de 0.061 en el dia 28).



Figura. 24 Actividad de luciferasa en los tres grupos de estudio durante los dias 16, 21,y 28. En el grupo
de animales control se observa un incremento significativo en los promedios de expresion de Adv-Luc durante
todos los tiempos de estudio. En el grupo de animales preinmunizados se aprecia una significativa disminucion
en la actividad de luciferasa, dicha disminucion es similar entre ambas rutas de inmunizacion (Intratumoral y
Subcutanea).




GRUPO: INTRATUNMORAIL GRUPO: SUBCUTANEO

Figura 25. Actividad de luciferasa en los grupos inmunizados por via subcutinea e intratumoral
durante los Dias 16, 21 y 28. En animales pre-inmunizados se observa una significativa reduccion en el
nivel y duracién de la expresion de luciferasa. Esta disminucion es mas importante en el higado, comparada
con la expresion dentro del tumor, lo cual sugiere la instalacién de una respuesta inmune de tipo celular en
contra de los hepatocitos infectados con Adv-Luc.




8.2 Investigacién de los Efectos de la Inyeccién Intratumoral de Dosis Crecientes de Adenovirus en
Ratones Normales vy Preinmunizados.

La expresion de luciferasa fue evaluada como una funcién de la dosis de AdV-Luc administrada. La
cuantificacion de la actividad enzimaética se efectudé a los dos dias después de la administracion del
vector. En los animales controles se observé que al incrementar el rango de dosis de 2X10° a 6X10'"
v.p/tumor se produce un significativo incremento de 4000 X en los niveles de expresion de Adv-Luc en
el higado. Paraddjicamente, la actividad de luciferasa dentro del tumor presentd un pequeiio incremento
que no reporté diferencias significativas. Ver la Figura 26

2.E+09

DOSIS DE AdV-Luciferasa. (v.p/tumor)

Figura 26. Expresion de Adv-Luc en animales control como una funcién de la dosis de adenovirus.
En animales control se aprecia un incremento de 4000 X en la expresién de luciferasa hepdtica, cuando
se incrementa la dosis de 2 X 10” 10 6 X 10'? v.p./tumor (p=0.000), mientras que la expresién de AdV-
Luc a nivel tumoral muestra un pequeio incremento no significativo (p=0.112).
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En los animales pre-inmunizados la expresién de luciferasa fue evaluada en cada uno de los grupos
inoculados con las siguientes dosis de adenovirus: 2X10°, 6X10°, 2X10", 6X10", 2x10",
v.p/20pul/tumor. El andlisis estadistico de los resultados demostré una significativa disminucion en la
expresion intratumoral de AdV/Luc en los 2 primeros grupos, los cuales recibieron las dosis mds bajas
(2X10°, 6X10%). Al comparar estos resultados con los niveles de expresion reportados en los grupos que
recibieron las dosificaciones mas altas (2X10'°. 6X10'°, 2X10'"), se puede observar un incremento 30
veces mayor en la actividad de luciferasa en estos Gltimos grupos (p<0.042). Notablemente, la expresién
intratumoral de luciferasa en los 3 grupos de mas alta dosificacion fue comparable con aquella
observada en los animales controles (p>0.9). Ver la Figura 27

2.E+09 6.E+09 2E+10 6.E+10 2.E+11
DOSIS DE AdV-Luc. (v.p/tumor)

Figura 27. Expresion de Adv-Luciferasa en animales pre-inmunizados como una funcion
dependiente de la dosis. En animales pre-inmunizados el uso de dosis crecientes de AdV-Luciferasa no
Incrementan la expresion de Luciferasa a nivel hepatico. Sin embargo, la actividad de la enzima a nivel
tumoral es directamente proporcional a la dosis del vector administrada.
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Referente a los niveles de expresion de luciferasa a nivel hepatico en los animales pre-inmunizados se
puede concluir que la expresion de AdV-Luc se encuentra significativamente reducida en comparacion
con controles (p<0.014). Sin embargo, no se observé ningin incremento relacionado con la dosis, ya
que los niveles de luciferasa permanecieron homogéneamente bajos, semejantes a los observados en los
animales control que recibieron la mas baja dosificacion (2X10° v.p/tumor, p>0.424). Ver las Figuras
27y 28.

PBS PBS PRE-INMUNIZADOS

Figura 28. Expresion de luciferasa en animales preinmunizados e inoculados con dosis crecientes
de AdV/Luc. El uso de dosis crecientes de Adv-Luc en ratones normales no inmunizados se traduce en
una mayor expresion del transgen a nivel hepatico cuando se incrementa la dosis. Mientras que en los
animales pre-inmunizados, ¢l uso de dosis crecientes de adenovirus se traduce en una mayor actividad
de luciferasa a nivel local (IT), que la observada a nivel hepatico.
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Con la finalidad de comparar mas ampliamente los niveles de expresion de luciferasa entre los dos
tejidos de mayor interés en nuestro estudio, se analizaron las tasas tumor/higado en cada uno de los
grupos de estudio: en animales controles la tasa tumor/higado de expresion de AdV-Luc fue
inversamente proporcional a la dosis inyectada del vector (69.72 para 6.00E+10 v.p contra 1631.73 para
2.00E+9 v.p. p=0.002) debido a que el incremento de la dosis de Adv-Luc se traduce en una
desproporcionada expresion de la enzima en el higado. Ver la Figura 29.

GRUPO CONTROL

Figure 29. Tasa tumor-higado en el grupo de ratones control. La tasa tumor/higado de expresion de
AdV-Luc en ratones control fue inversamente proporcional a la dosis del vector que se inyectd dentro
del tumor (p=0.002). Los resultados muestran una actividad de luciferasa desproporcionadamente alta
como consecuencia del incremento de la dosis. Esta observacion sugiere que el uso de dosis elevadas de
AdV en animales normales, puede incrementar el riesgo de hepatotoxicidad.
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En los animales pre-inmunizados la tasa tumor/higado de expresion de AdV-Luc se observd
significativamente elevada, solamente en el grupo de animales que recibié la mas alta dosificacion
(p=0.008). Asimismo, se apreci6 que la tasa tumor/higado fue directa y proporcional con la cantidad del
vector administrada (p<0.003). Estos resultados sugieren que la pre-inmunizacién limita la expresion de
luciferasa en el higado y sustentan la hipétesis de que la inmunidad celular pre-existente puede eliminar
las particulas virales y a su correspondiente transgen del parénquima hepatico. Ver la Figura 30.

GRUPO PREINMUNIZADO

B AdV-Luc 2.00E+H09
B AdV-Lae 6.00E+H09

B AdV-Lue 2.00E+H0
0 AdV-Lae 6.00E+H 0

B AdV-Luc 2.00E+H 1

Figura 30. Tasa tumor-higado en el grupo de ratones preinmunizados ¢ inoculados con dosis
crecientes de AdV/Luc. En los animales pre-inmunizados la tasa tumor/higado de expresién de AdV-
Luc fue directa y proporcional con la cantidad del vector administrada (p<0.003). Los resultados
sugieren que la pre-inmunizacién limita la expresion de luciferasa en el higado.
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Los titulos de anticuerpos en contra de adenovirus fueron también analizados como una funcién
dependiente de la dosis de AdV/Luciferasa, tanto en animales pre-inmunizados como en ratones
controles. Dos dias después de que los animales fueron reinmunizados por medio de la inyeccién
intratumoral de AdV/Luc se observd un incremento significativo (1.7 X) en los titulos de anticuerpos en
los animales preinmunizados en comparacion con los controles (p=0.000). Sin embargo, no se apreci6
relacion dosis-efecto en ninguno de los grupos de ratones preinmunizados e inoculados posteriormente
con dosis crecientes de adenovirus, ya que los titulos de anticuerpos correspondientes a cada una de las
dosificaciones demostraron una marcada homogeneidad. Ver la Figura. 31

TITULO DE ANTICUERPOS CONTRA ADENOVIRUS EN
RATONES PREINMUNIZADOS Y EN CONTROLES

GRUPO
CONITROI

CONTROI ) ( ol ( U y ) | ) CONTROI

NEGATIVO POSITIVO)

Figura 31. Titulos de anticuerpos analizados como una funcién de la dosis de AdV/Luc, tanto en
animales pre-inmunizados como en controles. Dos dias después de la reinmunizacion de AdV/Luc se
observé un incremento significativo en los titulos de anticuerpos en los animales preinmunizados en
comparacion con los controles. Sin embargo, no se aprecié relacién dosis-efecto en ninguno de los grupos.



Los estudios anatomopatoldgicos practicados en los grupos de ratones normales y pre-inmunizados, que
recibieron AdV-Luc a una dosis de 2X10", v.p./20p tumor, revelaron una frecuencia significativamente
mayor de hepato-toxicidad en el grupo de animales preinmunizados. Especificamente, todos los ratones
preinmunizados desarrollaron hepatitis grado 2-3 (M=2.75), mientras que en el grupo control, solamente
un animal presenté hepatitis grado 2 para una media de 0.67 (p=0.000).

Una observacion particularmente importante, fue que el grupo de animales preinmunizados presenté una
mortalidad superior al 50%, ya que 6 de los 10 animales murieron después de la re-inmunizacion. Con
respecto al grupo control, solamente se observé una defuncién posterior al tratamiento. Debido a que la
muerte de los animales ocurrié durante la noche, no fue posible efectuar el estudio histolégico de sus
drganos, aunque la necropsia realizada en algunos de ellos evidencié una importante hepatomegalia
combinada con zonas de posible hemorragia y/o necrosis.

Con estos datos, podemos especular que una falla hepdtica aguda puede explicar el elevado porcentaje
de mortalidad en los ratones preinmunizados, ya que todos los animales sobrevivientes presentaron

evidencia histolégica de hepatitis modera o severa. Finalmente, el estudio microscépico de los otros
érganos no demostré evidencia de cito-toxicidad en ninguno de los grupos. Ver la Figura 32.

GRUPO CONTROL k
PREINMUNIZADOS B

BAZO PULMON HIGADO

Figura 32. Citotoxicidad de Adv-Luc sobre tejidos normales en animales controles y
preinmunizados. La evaluacién histolégica en tejidos normales recolectados 3 dias después de la
administracién de AdV-Luciferasa, mostré un fndice elevado de hepatitis en el grupo de ratones
preinmunizados, mientras que en el resto de los érganos no se observaron diferencias significativas.
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La actividad de las transaminasas en el suero es una medida relativamente inespecifica de dafio celular,
por lo tanto, los trastornos hepdticos que se acompafan de inflamacién, necrosis celular o de
alteraciones de la permeabilidad celular pueden dar lugar a una elevacién de la concentracion de
transaminasas en el suero. Las elevaciones mayores se observan en la hepatitis aguda, en la que el
aumento de transaminasas presenta un curso temporal semejante al de la bilirrubina.

En nuestro estudio la comparacién de los niveles de enzimas hepdticas observados entre ambos grupos
de estudio demostréd: que el promedio de la enzima Alanina aminotransferasa (ALT) se incrementé de
50.78 U1 +/- 58.28 DS (Desv. Estindar) en ratones normales a 241Ul/I +/- 181.40 en animales
preinmunizados. Con referencia a las enzimas Aspartato aminotransferasa (AST) y Fosfatasa Alcalina
(ALP), también se observd un ligero incremento en cada una de ellas: de 211UV +/- 53.57 y 41UV +/-
6.77 en controles contra 381 UV +/- 177.24 y 71UVI +/- 34.21 de los animales preinmunizados
respectivamente. Sin embargo, estas diferencias no fueron estadisticamente significativas. Ver la Figura
33.

Control ~ (n=9)

Pre-Inmune (n=4) W

Figura 33. Titulos de enzimas hepiticas en animales controles v en ratones pre-inmunizados. En
animales preinmunizados se observa un incremento en los promedios de enzimas hepiticas al
compararlo con controles. Particularmente de la enzima Alanin-amino transferasa ( de 50.78 Ui/l +/-
58.28 DE a 224 Ui/l +/- 181.40 DE) y de Aspartato-amino transferasa ( de 211 Ui/l +/- 53.57 DE a 381
Ui/l +/- 177.24 DE). [ DE = Desviacién Estandar ].



8.3 Desarrollo de Esquemas para Disminuir la Inmunogenicidad de los Vectores Adenovirales.

Durante la ultima etapa de investigacién se establecieron 5 diferentes grupos de ratones sujetos a
preinmunizacion (figura 18), uno de los cuales recibié solo PBS (controles), 2 grupos fueron inyectados
IT con AdV- FT2M59 (1X10" V.P) y los 2 restantes recibieron AdV- FT2M59+TMPEG y AdV-
FT2MS9+MPEG respectivamente. Todos los animales preinmunizados mostraron una mayor titulacion
de anticuerpos en comparacion con los controles salinos y los sueros tomados antes de la inmunizacion.
Aunque cada grupo de tratamiento presentd diferentes niveles de anticuerpos especificos en contra de
adenovirus, todos los niveles fueron lo suficientemente elevados para neutralizar al vector y limitar su
transferencia.

Una observacién importante radica en el hecho de que en los animales preinmunizados con adenovirus
encapsulados con TMPG, la produccion de anticuerpos fue considerablemente menor (0.15 log) que la
observada en el resto de los ratones preinmunizados (0.25 log) y ligeramente mayor que la reportada
para los animales controles (0.07 log). Este observacion no se repiti6 en el grupo de ratones
preinmunizados con AdV+MPG, lo cual se debe a que el MPG es la forma inactiva del TMPG. El
andlisis de estos resultados nos permite concluir que la conjugacién de adenovirus con polimeros de
PEG disminuye la capacidad inmunogénica de las particulas virales. Sugiriendo que la encapsulacion del
vector oculta los epitopes de las proteinas de la capside, disminuyendo asi la produccion de anticuerpos.
Ver la Figura 34.

INMPG NPG

Figura 34. Titulacion de anticuerpos em contra de adenovirus encapsulados con polimeros de
polietilenglicol.



La expresién de luciferasa dentro del grupo control se observd considerablemente mds elevada que en
los grupos de ratones preinmunizados, lo cual esta en concordancia con nuestros resultados previos. Un
hallazgo particularmente interesante fue el apreciar que la expresién de luciferasa en todos los animales
que fueron reinmunizados con ¢l conjugade AJV-Luc+TMPG o AdV-GFP+TMPG se encoatrd en
valores limitrofes con los del control negativa. Este hecha nos indica que la eficacia en la transduccién
fue totalmente abolida, tal vez por la supresidn de la capacidad infectiva de los vinones a causa de un
exceso de TMPG que no participd en la formacidn de conjugados, o bien 4 un exceso de lisina o bio-
productos secundarios a la PEGilacién; los cuales no fueron eliminados después de la reaccidn de
conjugacion. Por esta razon, al término de la conjugacion se recomienda utilizac gradientes de cloruro de
cesio a los nuevos métodos para eliminacién de bio-productos tales coma las calumnas de Sephadex G-
50 equilibre‘l?as con PBS (i0 mM pH74) y combinadas con su correspondicnte amortiguador de
intercambio” ',

El andlisis estadistico de (os resultados demostsS un significativo incremento en la expresion hepatica de
Adv-Luc en los animales controles (1.60E+07), al comparar dicha expresidn can la observada en el resta
de los grupos se aprecia un incremento de 2 a 5 logs (p= 0.000). Resultados sinulares son observados al
analizar la actividad de luciferasa en ¢l bazo y ovario asi como en el correspondiente ensayo de la
proteina verde fluorescente (datos no mostrados).

Nuestros estudios iniciales demostracon que la PEGilacién disminuye la produccidn de anticuerpos
generados en contra de adenovirus. Con la finalidad de evaluar que significado tiene este fendmeno
sobre la expresion de las proteinas reporteras y su repercusidn sobre los esquemas terapéuticos y
readministracion de vectores en el tratamiento de neoplasias sélidas, se inmunizd a dos grupos de
animales con preparaciones PEGiladas de adenovirus. Estes animales fueron re-inmunizados dos
semanas mas tarde con una dosis semejante de AdV-Luc, y los niveles de expresion de luciferasa fueron
medidos dos dias después en cada urio de los drganos.

Al respecto, se observd una significativa reduccion en el nivel y duracidn de la expresién de luciferasa
en todos los Organos. Esta disminucidn fue mds importante en el higado, ya que al analizar los niveles de
expresién de luciferasa dentro del tumor fue posible observar un importante incremento en la expresidn
de AdV-Luc (6.0E+00) dentro de este grupo de ratones que fueron pre-inmunizadus con AdV-
FT2M39+TMPEG, al comparur dicha promedio con el observada en el resto de los animales
preinmunizados se observa una duferencia significativa a nivel de (0.004).

Estas observacivnes concuerdan con la baja titulacidn de anticuerpos encontrada en [os ratones de este
grupo, lo cual soporta la hipdtesis de que la PEGilacion de adenovirus disminuye (a inmunogenicidad de
los mismos e incrementa el nivel de expresion del transgen a nivel tumoral en lus aumales
preinmunizados. Por otro lado, la significativa reduccién de luciferasa dentre del higado soporta
nuestras observaciones previas que indican que la inmunidad celular es el factor de mayor importancia
en la eliminacion de viriones y sus correspondiente transgen dentro del parénquima hepdtico. Mientras
que la inmunidad humoral participa principalmente en la neutralizacidn de adenovirus a nive| local (IT).
Ver 1a Figura 35.

66



figura 35. Actividad de luciferasa en el dia 16 en ratones preinmunizados con AAFTM2 y adenovirus
mcapsulados con polimeros de polietilenglicol. Notese que los adenovirus recubiertos con TMPEG se torman
mnos inmunogénicos, lo cual se traduce en un mayor nivel de expresion intratumoral de la enzima luciferasa
aire los ratones que fueron preinmunizados con el vector AdV- FT2MS59 encapsulado con TMPEG.




9. DISCUSION

Los vectores adenovirales recombinantes de primera generacidn que se han hecho deficientes en su
rephcacién por medio de la delecidn de las regiones de expresidn temprana Ela y E1b, han demostrado
ser eacelentes vehiculos en protocolos de lerapia génica de células somaticas, El tropismo natural que
los adenovirus presentan hacia el higado y pulmén, asi como las facilidades técnicas para inyectar
algunos tipos de tumores sélidos, los coloca como atractivos candidatos para el tratamiento de
pneumopatias, enfermedades hepéticas y en el tratamiento del céncer.

Sin embargo, ¢l entusiasmo inicialmente desencadenado con el uso de vectares adenavirales, se ha visto
disminuido a causa de la inestabilidad del transgen atcibuida a los mecanismos de respuesta inmune
generados en contra de las células que expresan 10s productos transgénicos de origen viral. Ademds la
eficiencia en la expresidn se nota severamente disminuida después de la readmunistracidn de! vector, a
causa de la actividad neutralizante de Jos anticuerpos producidos en contra de las proteinas virales.

La trascendencia de estos conocimientos en el futuro desarrollo de protocolos de terapia génica para el
tratamiento del cdncer es incuestionable, y se encuentra respaldada por la naturaleza de nuestras
observaciones. Un aundlisis retrospectivo de las mismas nos permite formular las siguientes
aseveraciones:

La actividad de luciferasa en los ratones normales es extremadamente clevada ya que los animales
carecen de anticuerpos que puedan obstaculizar la transferencia génica de los genes reporteros y/o
impedic la discminacién sistémica del vector. Cuando estos animales son inmunizados se aprecia una
scbreproduccion  de  anticuerpus und semana  después de la  inyecadn inucial del  vector,
Simultancamente, aparcce una significativa disminucion en la actividad de lucifcrasa en cada uno de los
tejidos analizados.

Esta observacion sustenta que la presentacién de amticuerpos en contra de adenovirus impide la
internalizacion de los viriones y reduce la transduccion intratumoral de) transgen, limitando asi la
inyeccidn repetida del vector ¢n ¢l tratamientg de tumures solidvs. Asimismo, nos permite concluir que
el nivel de cxpresidon dc los genes reporteros en los animales preinmunizados €s inversamente
proporcional a la cantidad de anticuerpos circulantes en contra de adenovirus.

En los animales no inmunizados la diseminacién de los veclores adenovirales desde el sitia de la
inyeccidn es homogeénea y de caracter sistémico, ya que dos dias después de la inyeccion I T de AdV-
Luc se abserva un significativo incremento en la expresién de luciferasa en cada uno de los tejidos
examinados. mientras que en los grupos de ratones preinmunizadas por via [T y SQ se aprecia un
significativo decremento en la actividad de la enzima.

Un conocimiento adicional derivade del estudio de los animales controles se obtiene al comparar la
actividad de luciferasa, antes (dia 16) y después de la produccidn de anticuerpos (dia 21 y 28), dentro de
cada uno de 1os tejidos analizados; cuncluyéndose yue la aparicion de anticuerpus limita la expresion de
luciferasa principalmente a nivel tumaral y en menor grado a nivel sistémico, ya que los niveles de la
proteina reportera disminuyeron en ¢l higado de 3.00E+8 a 2.00E+8 (p=.399), en ¢l bazo de 2.50E+8 a
1 00E+7(p=.023) en avario, de 1.00E+8 a 3.00E+6 (p=.228) y dentro del tumor de 3.00E+8 a 7.00E+6
{p=.003).
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La peculiandad de eslos resultados se explica por ¢l hecho de que durante el dia 16 los animales
controles no han tenido tiempo de desarrollar una respuesta inmune, ya que sélo han transcurrido 2 dias
después de su inmunizacidon {dia 14), mientras que los animales experimentales (IT y SQ) recibieron la
inyeccion inicial del vector 2 semanas antes (dia 0), por lo cual a esta altura del experimento ya han
montado una vigorosa respuesta humoral, que limita la expresion de la proteina reportera.

En los animales preinmunizados la comparacién de los resultados de expresién de luciferusa durante los
dias 21 v 28 del experimento no demostrd diferencias significativas. Este hecho se atribuye a la
puderosa respuesta inmune montada en contra de adenovirus en los grupos de ratones inmunizados, por
lo que la sohrepraduccién de anticuerpos a las 3 y 4 semanas después de la primo-infeccién disminuye
de manera homogénea y sistematica la expresion y/o actividad de la enzima luciferasa. Por otro lado, en
el grupo control también se observa una signilicativa reduccion en la actividad de [uciferasa, 4 causa de
que durantc el dia 21 del experimento, los ratones controles ya han tenido tiempo suficiente para
alcanzar el primer pico en su produccidn de anticuerpos (una semana después de la inyeccidn del vector
durante el dia 14).Ver las Figuras. 7,19 y 24.

[a vinculacion de nuestros resultados ¢n un modela murino con inmunidad pre-existente en contra de
adenovirus corrohora nuestra hipétesis de trabajo (HL). Ya que en los ratones con inmuaidad pre-
existente que recibieron la inyeccidn intratumoral de un adenovirus portador del gen reporiero que
codifica para la enzima Luciferasa; la eficacia en la transduccion y expresion del gen reportero tue
modificada por la presencia de anticuerpos citculantes. Asimismo, los niveles de expresidn intratumoral
alo largo del tiempo fueron modificados por Ja presentacidn de anticuerpos neutralizantes.

El estudio del comportamiento del gen reportero a aivel hepatico demuestra un importante tropismo del
vector por los hepatacitos ya que cste drgano presentd los mds altos niveles de expresion del transgen,
La actividad de luciferasa dentro del higado es persistente en ausencia de anticuerpos, pero una vez que
s¢ establece la respuesta humoral, la actividad de la enzima decrece considerablemente.

Otro aspecto de impartancia se deriva de observar Ia actividad de luciferasa en ¢l hfgada dentro de cada
grupo y a lo largo del tiempo. Desde esta perspectiva podemos observar que durante el dia 16 en el
grupo control se presentan los niveles més altos de actividad enzimética, en la misma fecha de estudio
los niveles de Luc en los grupos IT y SQ se observa una significativa reduccion en la expresion de Luc
debido a que en estos animales ya se ha establecido uny poudeross respuesta inmune, mientras que los
animales control en esta fecha no han desarrollada anticuerpos.

Durante el dia 21 y 28 ya s¢ aprecia una disminucion de la enzima dentro del grupo control y continua
también en los ratones preinmunizados. Nétcse que la actividad elevada de Luc cn ¢l higado de los
animales control durante los 3 tiempos de estudio (3E+08, 1.9E+0U8 y 2E+08). Sin embargo, la
dismunucidn de la actividad durante los dias 21 y 28 no alcanza un log de diferencia (Figura 21).
Cuando se aplica el mismo tipo de estudio en la actividad de Luc a nivel tumoral dentro de cada grupo y
a lo largo del tiempao. Es posible observar que en el grupe control existe una importantisima disminucidn
de Luc a partir de la primera semana de la primoinfeccion (dia 16 =3E+08 v/s dia 21 =TE+06 y dia 28
=4E+06). Esta disminucion es equivalente a 2 logs de diferencia. La explicacion de esta observacion se
relaciona con la instalacidn de la respuesta inmune sinergizada con una masiva y ripida diseminacidn de
las particulas virales desde el sitio de inyeccién intratumoral hacia el higado y otras 6rganos. El mismo
razonamiento explica porque no existen diferencias significativas en la expresién de Luc tumoral
durantz los gias 21 y 28.
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Al término de la primera etapa de investigacion pudimos concluir que después de la imyeccion
intratumoral de adenovirus en animales preinmunizados la respuesta immune humoral en contra de
adenovirus (1rmuta [a expresidn y transferencia de [os genes tecombinantes codificados en el genoma de
las partfculas virales. Esta disminucién fue mis importante en ¢l higado, comparada con la expresion
dentro del tumor.

La importante disminucién en la expresidn del transgen dentro del higado puede ser ocasionada por dos
difetentes eventos, cuya repercusion clinica es contradictona: 1. La presencia de anticuerpos circulantes
en contra de adenavirus limita ke diserminacidn sistémica del vector y apoya la posibilidad de utilizar
dosis crecientes de adenovirus en animales pre-inmunizadas, sin observar efectas téxicos colaterales y
garantizando una ¢levada expresion de los genes de interés a nivel tumoral.

2 Los antigenos virales o el producto de los genes terapéuticos activan poblaciones de linfocitos T
citotdxicos encargados de eliminar a [os hepatocitos que han sido transducidos por el vector. La
destruccidn de un importante namero de células en conjunto con un proceso inflamatorio inicial,
explican 14 presentacidn de hepatitis, 1a limitacién de la transferencia génica y la pérdida de expresidn de
la secuencia de interes, dentro def parénquima hepadtico.

Cuande AdV-Luc es administrado a ratones por via intratumoral, la gran mayoria de las particulas
virales se localiza inicialmente dentro del parénquima tumoral, pero en cuestion de horas se produce una
importante disermninacién sistémica del vector. Dicha diseminacion tiene un tropismo especial hacia el
higado lo cual se fundamenta por cl hecha de que los mds altas niveles de expresion de luciferasa fucron
observades en el higado de los animales no inmunizados. Ver la Figura Z1.

Por otro lado, existen evidencias (Elkon KB. 1997)" que sostienen que durante las primeras 24-48 horas
después de la infeccidn, 90% del ADN viral es eliminado a través del higado por medio de las células
de Kupffer . A pesar de tan smportante proceso de  exclusion viral, €l 95 % de los hepatocitos son
cransducidos dentro de los primeros dias de postinfeccidn, observdndose la mayor expresion del transgen
hacia e} final de la primera semana de postinfeccion.,

Los resultadas de cste trabajo fundamentan nuestro$ resultados en el grupo de animales controles en los
cuales se ubservan los mayores niveles de expresion de luciferasa en todos los tejidos estudiados, dos
dfas después de la inyeccidn insratumaral del vector, La expresidn del transgen decling hacia el final de
la primera semana hasta alcanzar los ruveles basales tres semanas despu€s de la inoculacion. Desde esta
perspectiva, la rdpida eliminacion de los adenavirus ¢s atribuida a la porcidn celular de la respuesta
inmune.

En este contexto podemos citar, gue los cambios inflamatorios provocados por la infeccion de
adenovirus en los tejidos periféricos se resueiven espentdneamente dentro de pocas semanas después de
la primoinfeccion. Sin embargo, en ¢l higado los resultados a largo plazo después de la inflamacion no
estan completamente comprendidos. Asimismo, la telacién de la inflamacién con la expresidn de
transgencs es de enorme importancia a la luz de los recientes protocolos de terapia génica, dirigidos al
tratamiento del cancer v de enfermedades hepdticas, La importanciy clinica de nuestros resultados
radica, en que a través de los mismos s¢ demuestra que los vectores adenovirales de primera generacién
inducen cambios in{lamatorios dentra del higado de los animales con inmumdad pre-existente, dentro de
los 3 primeros dias después de la re-inoculacion del vector.
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Dicha observacidn sustenta el concepto de que los vectores virales utilizados en protocolos de terapia
génica -dirigidos 4 tratar las enfermedades hepdticas y/o neoplasicas-, deben garantizar una elevada
transduccion cefular y una persistente cxpresion de los genes de interés, en ausencia de efectos
colaterales, Para lograr este propdsito, los vectores vurales asi como la proteina codificada por <l
transgen deben de evitar la respuesta inmune antiviral generada a través de la primo-infeccidn natural o
inducida, la readministracion del vector, o la diseminacidn de las particulas virales desde el sitio inicial
de tnyeccidn hacia la periferia.

Nuestros resultados indican que la respuesta inmune montada en contra de los adenavirus de primera
generacion, es ¢l factor principal que obstaculiza ia transferencia del vector y limita Ja expresion de los
genes recombinantes. L respuests inmune humoral parece ser el factor principal que limita la expresion
de las proteinas reporteras a nivel tumoral, mientras que una tespuesta combinada, aunque
predomimantemente celular, explica la eliminacion de las particulas virales y su correspondiente
ransgen dentro del parénquima hepdtico en los animales con inmunidad pre-existente. Debido
parcialmente al desarrollo dc una respuesta celular disparada previamente por las proteinas virales
expresadas a nivel basal por los adenuvirus deficientes en su replicacion.

QOrros factores que pueden limitar la expresién del transgen son ¢l desarrollo de anticuerpos en contra de
las proteinas codificadas por el transgen (luciferasa), la cantidad de particulas virales administradas, el
pramotor escogido para dirigir la expresidn del gen recombinante y la citotoxicidad directa causada por
el vector y/o la expresion de las proteinas virales. "

La respuesta del huésped a [a administracidn de un vector adenoviral varia de acuerdo a la dosis, el sitio
de inoculacidn, las modificaciones del genoma viral y el tipo de transgen codificada par el vector.
Cuandao ¢! Ad-vector ¢s admunistrado a ratones por via intravenosa, la gran mayoria de las particulas
virales se localiza en el higado. Duranie lus primeras 24-48 horas después de Ja infeccion, 90% del
ADN viral es eliminado a través del higado por medio de las células de Kupffcr.lg

La rapida eliminacion de los adenovirus es atnbuida a la porcidn celular de la respuesta inmune. Esta
abservacidn se fundamenta en los siguientes experimentos:

[. En ratones inmunodeficientes por bloqueo en la maduracién de los linfocitos T y B, Ya expresién de
transgenes codificados dentro de adenovirus se extiende hasta 4 meses después de la postinfeccion.™ 2.
En ratones inmunodeficientcs Rag-2 infectados con adenovirus, la transferencia adoptiva de linfocitos T
citotoxicos (CD8” y CD4" ) procedentes de ratones nommales infectados con adenovirus, provoca la
eliminacidn del vector y el correspondiente transgen & los pocos dias después de la transfusion ® 3. En
ratones inmunocompetentes la su(%.)resién de las células CD8" o CD4' se traduce en una elevada y
persistenie expresion del transgen®’,

Con respeclu a la inmuaidad humoral nuestros resultados indican que en los animales contrules lu
praduccion de anticuerpas en contra e adenavirus se inicia después de 48 horas de la inyeccién inicial
del vector, alcanzando su mayor praduccion al término de la piimera semana, comenzando a declinar
hacia los 14 dias de la primoinfeccidn.

En los animales con inmunidad pre-existentte se aprecian 2 picas en la produccidn de anticuerpos: el

pnmero de ellos se observa 2 dias después de la re-inmunizacién, mientras que el segundo se presenta
después de 7 dias de la segunda inyeccidn del vector.
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La peculiaridad de estos resultados indica que la respucsta humoral contra adenovirus es més répida y
cficiente en los anmimales preinmunizados, y explica por que la transferencia y expresidon de los
transgenes en los ratones con inmunidad pre-existente €s considerablemente menor que en los animales
cantroles. Nuestros resultados también deruestran que la produccién de anticuerpos en los ratones
inmunizados par via IT o SQ es de la misma magnitud y duracién.

La aplicucion clinica de estus cunocimientos explica el fracaso de muchos protocolas de terapia génica y
cuestiona fa utifidad de {a inyeccidn intratumoral directa de vectores adenovirales para el tratamiento de
tumotes sdlidos, ya que su uso estara restringido a un primer ciclo semanal de tratamiento, pues la futura
readministracion del vector serd indtil, debido a la sobreproduccidn de anticuerpos 7 dias después de la
inyeccion IT inicial de] vector.

A la luz de esta evidencia, nosotros sugerimos utilizar [0s esquemas de terapia génica combinados con
otro tipo de tratamiento altermativa (cirugia, radioterapia, quimioterapia), en la bisqueda de mejores
resultados prondsticos y terapéuticos asi como una mejor expectativa de vida,

En la actualidad se han desarrollado algunas estrategias dirigidas a atenuar los 2 tipos de respuesta
inmune generados en contra de adenovirus. Asi un numeroso grupe de firmacos tales como la
ciclofosfamida, dexametasona e interleucina-12 entre otrgs, se han administrado en combinacion ¢con
adenovitus, en un intento de bloquear los mecanismos de defensa montados en contra de los vectares y
lograr una adecuada y persistente expresion de los genes recombinantes. Sin embargo, aunque estos
regimenes terapéuticos reducen la respuesia inflamatoria, no inhiben la formacidn de anticuerpos
neutralizantes, sugiriendo que la readmunistracidn de vectares puede no ser tan exitosa. Por otro lado,
eslas eslrzil?gia.s deteriorun la inmunidad natural del paciente, ademds de que exhiben limitada eficacia y
toxicidad ™.

Con la finahdad de lograr una efectiva readministracion de los vectores se han ensayado algunas
estrategias consistentes en administrar anticuerpos monoclonales que inhiben la interaccion
coestimuladora entre células B y T*, atros intentos han consistido en suprimir la regién E2a a la regidn
E4 del genuma viral y/o reintroducir la region E3, la cual es responsable de los mecanismos de evasion
inmunolégica que ostentan los adenovirus. A pesar de ello se siguen observando anticuerpos
neutralizantes €n contra de estos vectores de segunda generacidn, comprometiendo su readmunistracion,

Recientemente, se han desarrollado nuevas técnicas que intentan disminuir la inmunogenicidad de los
adcnovirus, mds quc suprimir el establecimiento de la respuesta inmune. La PEGilacién es un novedoso
método consistente en conjugar poliineros e poletilen-glicol (PEG) con las proteinas de la capside de
los adenovirus. Esta técnica esta dirigida a ocultar los deterrninantes antigénicos de los viriones,
toméndolos invisibles a la accidn de los anticuerpos neutralizantes.

No obstante el prometedor panorama ofrecide por esta metodologia, existe evidencia controversial
ceferente a la conservacion de la capacidad infectiva de los adenovirus al término de la PEGilacién. En
los estudios descritos hasta aqui, hemos encantrado que la admunistracién de vectores adenovirales
encapsulados con TMPG no incrementa la eficiencia de la transduccion cuando son administrados
intratumoralmente.
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Este efecto es totalmente inesperada, sobre todo si tenemos en cuenta que otros autores han reportado
que €l mecanismo de PEGilacidn incrementa los niveles de transduccién tanto in vivo como en ensayos
in vitro'®!". Esto se atribuye a que este proceso enmascara los grupos quimicos responsables de la carga
negativa en la superficie de la cédpside viral, produciendo un micro-ambiente que puede favorecer
interaccignes inespecificas del vindn con la membrana celular,

Alternativamente, existe evidencia conuroversial que sugiere que la PEGilacidn puede interferir con los
mecanismos de fijacion e internalizacion de las particulas virales, ya que la mayoria de los residuos de
lisina que estdn presentes en [4 cdpside viral se encuentran concentrados en las proteinas de la fibra y los
pentones, las cuales son indispensables para el enlace y entrada hacia las células blanco.

Como la preparacion de conjugados PEG-Prots{nas requiere de la activacién previa de los grupas
hidroxilo en la molécula de PEG por media de un reactivo que pueda ser totalmentc substituido por
grupos nucleofilicos (grupos g-amuno lisina) en la proteing durante la reaccion de acoplanuento,
Podemos suponer que la fijacidn de estos grupos al término de la PEGilacién, pudiera interferir con los
mecanismos de fijacién o integracién de los viriones™.

Desde un punto dc vista préctico, los resultados controversiales pueden ser ocasionados por problemas
de upo metodoldgico ya que la medicion del tamaio de las particulas al final de un proceso de
PEGilacion revela que cada método produce una suspensidn de particulas virales de difcrente tamafio, lo
cual incrementa 1a posibilidad de que un mayor nimero de vinones entren en contacto con (a membrana
celular. Aunque también, las diferencias en tamaiio pueden interferir con el mecanisma de integracidén
sobre todo si en ef conjugado existen micro esferas que contienen conglomerados de virtones.

Este dltimo ejemplo puede explicar la naturaleza de nuestros resultados ya que en nuestro método no
eliminamos el exceso de TMPG que no participd en la formacién de conjugados.

Los mecanismos de interaccién del proceso de PEGilacion con la respuesta inmune, han s1do estudiados
recicntemente por algunos autores quienes sugieren que la unidn covalente del PEG 4 las proteinas de la
cipside s suficiente para reducir la praduccién de CTL genecrados en contra de las c€lulas infectadas
por adenovirus'', sin embargo hay pocos datos que permmitan explicar la naturaleza del fenémeno, ya que
la modificacion de las proteinas de la cdpside viral no impiden el desarrollo de una respuesta inmune
alterna, en contra del producto codificado por el transgen, tal como la e¢nzima {uciferasa utilizada en
nuestros expenmentas.

La PEGilacién, tampoco previene el desarrollo de anticuerpos en contra de las proteinas virales
sintetizadas de nove. Nosotrus creemos que poblaciones de CTL dingidas en contrd del transgen o de
las nuevas proteinas, pudieran explicar la eventual eliminacin de células infectadas por AdV-Luc o
AdY-GFP. Por tal motivo decidimos utilizar un vector adenoviral carente de proteinas reporieras pard
inmunizar los difcrentes grupos de animales, en orden de demostrar o descartar esta premisa.

Al recapitular los resultadas observados en €l grupo de ratones que fueron preinmunizados con el vector
AdV- FTZMS9+TMPEG, se puede observar que la expresion de luciferasa sc encuentra
significativamente disminuida principalmente en el higado. Lo cual indica que a pesar de la PEGilacién
del vector y a su carencia de proteinas repotteras, este, fue capaz de producir una probable rcspuesta
inmunolGgica de tipo celular que dirige la eluninacion de los hepatocitos transducidos con el vector
AdV-Luc.
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La sobreproduccién de anticuerpos neutralizantes en contra de adenovirus (NAB) es un problema
umversal en [a mayoria de los experiruentos de terapia génica basados en el uso de vectores virales.
Nosotros demostramos aqui, que el simple recubrimiento de las proteinas de la capside con TMPEG
ativudo, es suficiente para disminuir les titulos de anticuerpos en los animules preinmunizados con
AdY- FTZMS9+TMPEG. Paralelamente, otros autores han demostrada que la PEGilacidn protege a los
vitiones en contra de la presencia de elevadas concentraciones de anticuerpos y permite una elevada
expresion en modelos unimales que presentan titulaciones elevadas de anticuerpos™ .

Asimismo, nuestros resultados indican que la produccidn de anticuerpos en contra de proteinas
sintetizadas de novo puede también estar también disminuida, pues la evidencia bioldgica ya existente
sustenta que los polimeros de PEG atendan la capacidad inmunogénica de una gran cantidad de
hiomoléculas. 3 1o cuul es consistente con el importante nivel de expresién intratumoral obtenido con
AdV-Luc en animales previamente expuestos al vectar modificado (AdV- FT2M594+TMPEG).

Finalmente, la unidn del polimero con la cdpside pusde alterar el procesamiento y/o estructura de las
proleinas de la capside revelando otros determinantes antigénicos o generando nuevos epitopes en los
difcrentes sitios de unidn. Desde esta perspectiva, nuevos anticuerpos pueden ser entonces producidos
en contra de secuencias polipeptidicas que originalmente fueron consideradas como no inmunogénicas
por ¢l sistemna inmune del hugsped.

Con la finalidad de dar respuesta a tan importantes interrogantes, es necesario €l desarrollo de nuevos
proyectas de investigacion utilizando vectores de segunda generacion, adoptando nuevos métodas de
PEGilacidn o estandarizando los ya existentes y primordialmente, profundizar en los aspectos
moleculares de la respuesta inmune. Antes de poder concluir que la PEGilacidn es el método de eleccion
para disminuir la inmunogenicidad de los vectores adenovirales.

74



10. CONCLUSIONES

Los resultados alcanzados permiten concluir las siguieates aseveraciones:

*En los animales no inmunizados la diseminacidn de los vectores adenovirales desde el sitio de la
inyeccion €s homogénea y de cardcter sistémico.

*Bn animales pre-inmunizados se observd una significativa reduccion en el nivel y duracién de la
expresion de luciferasa. Esta disminucidon fue mds importante en el higado, comparada con la expresion
dentro de! tumor,

*|a presencia de anticuerpos circulantes en contra de adenovirus limita la diseminacién sistémica del
vector y apoya la posibilidad de utilizar dosis crecientes de adenovirus en animales pre-inmunizados.

*La produccién de anticuerpos neutralizantes inhibe la expresidn de los genes reporteros. Los efectos de
esta respuesta inmune se pueden disminuir a través de {a encapsulacion de adenovirus can polimcros de
polietilen glicol,

*La inyeccidn intratumaral de vectores adenovirales para el tratamiento de tumares sélidos atorga
beneticlos  terapéuticos exclusivamente durante la primera inyeccién del wvector, ya que |la
inmunogenicidad de los adenovirus, limita la expresion de los genes terapéuticos y gbstaculiza la
readministracidn intratumoral del vector.

*La inmunidad pre-existente en contra de adenovirus obstaculiza [a expresién intratumoral y sistémuca
de los genes recambinantes transportadas por los vectores adenovirales.

*Las diferenics estrategias de terapia génica actualmente utilizadas son insuficientes para garantizar un
adecuado tratamniento del céncer, por lo que su aplicacion clinica es de caricter alternativo y/o
sinctgistico con otro tipa de esquemas erapéuticos.

*El uso de dosis crecientes de Adv-Luc en ratones narmales no inmunizados se traduce en una mayor
expresion del transgen a nivel hepatico cuando se incrementa la dosis.

*En las animales pre-inmunizadaos el uso de dosis crecientes de adenavirus se traduce en una mayor
actividad de luciferasa a nivel local (IT), que la observada a nivel hepatico.

*La pre-inmunizacidon puede incrementar y/o maodificar los usos y aplicaciones de la inyeccidn
intratumoral de vectotes adenovirales en protocolos de terapia génica.
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*En animales pre-inmunizados ¢s posible utilizar megadosis y/o inyecciones intratumorales miltiples de
vectores virales con un incremento significativo en los mveles de expresion.

*El uso de dosis elevadas de vectores virales en animales con inmunidad pre-existente, restituye las
nveles de expresion intratumoral a niveles comparables con los observados en animales controles.

*Los fendmenos de toxicidad hepética observados en los animales pre-inmunizados necesitan ser
validados con estudios similares al nuestro, debido a las enormes implicaciones terapéuticas que las
vectores adenovirales tienen cn ¢l tratamiento del céncer.

*La modificacidn de la capside viral con formas bioactivas de Polietilen-glicol (TMPEG) reduce [a
respuesta inmune humoral generada en contra de las proteinas virales.

*Los adenovirus recubiertos con TMPG se toman menos inmunogénicos, lo cual se traduce en un mayor
nive] de expresién intratumoral de la enzima luciferasa entre los ratones que fueron preinmunizados con
el vector AdV- FT2M39 encapsunlado.

*El nivel de expresion de luciferasa en los grupos que fueron inyectados con Adv-Luc+TMPG, fue nulo,
lo cual fue atribuido a la carencia de una téenica adecuada para separar las particulas virales del exceso
de TMPG durante la encapsulacidn del vector.
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