1. INTRODUCCION

Durante el Gltimo siglo se han observado dos importantes acontecimientos en 1a medicina: el primero de
ellus consiste en una disminucion de los indices de morbi-mortalidad de las enfermedades infecto-
contagiosas y los padecimientos quinirgicos a causa de la aparicién de mejores antibidticos, el
mejoramiento de las condiciones higi€énico-sanitarias, un mejor desarrollo tecnolégico y del
mejoramientc de las técmicas de asepsia. El segundo deriva de una sorprendente transicidn
epidemiolégica de la pirAmide de poblacion que ha ocasionado un incremento en el nimero de
individuos pertenecientes 4 la tercera edad. La peculiaridad de estos acontecimientos ha provocado un
significativo incremento en la prevalencia de los padecimientos genéticas, neopldsicos y crdnica-
degenerativos™.

A pesar del incuestionable impacto sanitario y repercusiones econdémicas de las enfermedades genéticas,
degenerativas y neoplasicas, su tratamiento €s inadecuado y preponderantemente sintomético, por Jo que
su evolucidn es generalmente progresiva y el prondstico, en un gran ndmero de ellas, es
irremisiblemente fatal. Desde esta perspectiva, rcsulta 18gico comprender la creciente necesidad de
experimentar con nuevos métodos terapéuticos y utilizar innovadoras herramientas tecnoldgicas que
permitan erradicar, o al menos controlar, los devastadores efectos que este grupo de padecimientos
¢jercen sobre las poblaciones humanas.

1.1 LA TERAPIA GENICA: UNA INNOVADORA ESTRATEGIA TERAPEUTICA

La terapia génica es una innovadora estrategia dirigida a transportar, transferir y expresar genes
exdgenos dentro de células de pacientes, con la finalidad de corregir principalmente defectos genotipicos
y modificar sus alteraciones fenotipicas.

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

1.2 TERAPIA GENICA EX VIVO

Esta estrategia consiste en la obtencidn de células del paciente procedentes de un tejidu u drgano de
interés, las que se someten a disgregacion, cultivo y preservacion en condiciones de cultivo de tejidos.
Ahi, las células son ulteriormmente transfectadas o transducidas con el "gen terapéutico”, utilizando para
cllo un vector adecuado. Luego, las células genéticamente modificadas son seleccionadas en funcidén de
su capacidad para expresar el gen exdgeno de manera estable, Enseguida son propagadas y finalmeate
reimplantadas en el paciente. También es posible utilizar lineas celulares alogénicas en aquellos
pacientes en los que por razones clinicas y/o funcionales, el drgano o tejido de interés no puede ser
extraido con facilidad u ofrece dificultades para su cuitivo o mantenimietito en condiciones in vitro.



1.3 TERAPIA GENICA IN VIVO

El tratamiento esta basado en la administracion 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
algin vector que facilite la transferencia, entrada y localizacion 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 quirtlirgicos.

Figura 1. Terapia génica de células somaticas. 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
télulas afectadas. [Tomada de Friedmann Theodore (1997): Overcoming the obstacles to gene therapy: Scientific American: June; 80-85]



1.4 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 Stanfiefd inoculé papiloma virus a tres hermanos afectados por una
enfermedad autosGmica recesiva conocida como argininemia®. Los pacientes que sufren de este defecto
congenito dei metabolismo presentan diplejia espdstica, convulsiones, hipotonia, hiperamonemia,
irritabilidad y retraso mental profundo. El defecto metabélica deriva de un déficit enzimadtico en la
actividad de la arginasa eritrocitaria y ocasiona un notorio inmcremento en la concentraciéon de arginina en
el plasma y liquido cefalorraquideo. El fundamento de este innovador método de tratamiento deriva del
conocimiento de que el virus del papiloma restablece los niveles de arginasa en células en cultivo
deficientes en esta enzima®.

La aventurada accion de inocular seres humanos con vectores virales, desencadend debate y
controversia en la comunidad cientifica. Como el proyecto fue realizado antes de la constitucidn de
comités de bioética a nivel institucional, no se viol6 ley alguna y no se efectuaron acciones punitivas en
contra del Dr. Rogers, ni del grupo de médicos alemanes que lo asistieron, a pesar de que ¢l tratamiento
fuc infructucso en varios intentos.

La benevolencia del hecho y la indulgencia de la opinién cientifica contemporénea, incitd al Dr. Martin
Cline de la UCLA a intentar ser el primer investigador en utilizar las técnicas de DNA recombinante en
el campo de la terapia génica. Sin embargo, el final de esta historia fue diametralmente opuesto.™ 7

El Dr. Cling se desempefiaba como jefe del departamento de Hematologia de la UCLA en el afio de
1980, cuando intent6 curar a dos pacientes Europeos afectados por talasemia. Su idea consistié en
insertar un gen recombinante que codifica para una hemoglobina normal, dentro de las células de
pacientes afectados por talasemia. A pesar de que el tratamiento no ocasioné efectos deletéreos, fallé en
mejorar las condiciones clinicas de los pacientes.

Algunos aspectos €ticos, asi como procedimientos de [a practica clinica, fueron violados durante este
protocolo, levantandose un _imfonentc torrente de comentarios y discusién piblica sobre los usos y
riesgos de la terapia génica® "™, El comité para la 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,
ademas de la cancelacidn de dos subsidios a sus proyectos dc investigacidn'>. A pesar de ésto, continué

con sus actividades de investigacion dentro de la UCLA,

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

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

En 1973 se efectud una reunién 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 “‘¢s necesario vigilar y reglamentar los trabajos existentes en el campao de la tecnologia del DNA
recombinante™”'.



En 1974 el NIH conjunts a un Comité Consultor sobre el DNA Recombinante [Recombinant DNA
Advisory Committee (RAC)] y lo comisiond para formular una serie de leyes dirigidas a regular las
investigaciones en ese nueva campo. El resultado de ello, fue la publicacién de una guia de normas 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 Bicloginu 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 TERAFPIA GENICA

Cualquier prospecto de protocolo de terapia génica, debera de llenar ciertos requisitos que garanticen su
viahilidad, 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 normal, conocer su esttuctura y entender su regulacion.

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

3. Es necesario contar cun un método eficiente para construir y disefiar vectores virales (0 no virales)
que puedan transportar los genes terapéuticos a las células blanco {ncoplasicas), dentro del tejido u
Organa afectado en el cual el gen normalmente funciuna.

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

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

6. La tcrapia génica debe garantizar que los beneficios derivados de su aplicacidén sean
considerablemente mayores que los riesgos o perjuicios producidos por su empleo. Por lo que el
beneficio terapéutico debe de superar cualquier tipo de riesgo. El prototipo de riesgo es ejemplificado
por la insercion al azar del DNA recombinante dentro de un cromosoma humano, lo cual puede
ocasionar la activacién de un proto-oncogen o la inactivacidn de un gen supresor de tumores
involucrado con la regulacién del ciclo de division celular o en la reparacion del ADN. Bajo estas
condiciones, la insercién mutacicnal 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 terminal y preferencialmente intentar la cura de procesos neoplasicos o de enfermedades
monogénicas de cvolucidn progresiva y pronéstico irremisiblemente fatal.



7. Los protocolos de terapia génica deben de realizarse en células que puedan ser ficilmente aisladas del
paciente, manipuladas in vifro, modificadas en condiciones de cultivo de tejidos y posteriormente
reimplantadas dentro del paciente.

1.7 ESTRATEGIAS PARA LA TRANSFERENCIA GENICA

La funcidn del DNA en la transferencia de caracteristicas genéticas entre organismos procariotes fue
demostrada por Avery, MacLeod y McCarty en 1944' y 18 afios después Szbalska™ la demostrd 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 utilizanda un medio de seleccidén HAT,
llamado asi por contener hipoxantina, aminoptenna y timidina®, Este procedimuento, consistente en
introducir -por medios artificiales- DNA de origen exogeno dentro de células eucariotas, es conocido
como transfeccion.

Aunque en 10s experimentos iniciales se demostro que era posible transfectar con ADN total extraido de
una célula TK', con el advenimiento de la tecnologia del ADN recombinante, [a técnica se perfecciond y
se hizo posible introducir genes aislados.

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
término, aquellas destinadas a lograr una expresion 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 transitoria, grandes cantidades de DNA recombinante entran en contacto
con un reducido porcentaje de la poblacion celular, para luego introducirse en el 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 produccién 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. Como el gen de interés generalmente se inserta
dentro de los cromosomas de la célula, ésta 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 extruiio o transgen no se pierda durante los ciclos
posteriares de Ia divisisn celular™,

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

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



1. Eleccidn de 1a enfermedad apropiada.

2. Conacimiento de las bases moleculares del defecto involucrado.

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

4. Regulacifn correcta y suficiente de la expresidn del gen de interés y

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

Adicionalmente, es conveniente conocer las caracteristicas bialdgicas del vector que se pretende utilizar,
la patogénesis de la enfermedad y contar con un modelo animal o de cultivo de tejidos para validar lu
estrategia terapéutica que se utilizard.

1.8 DEFINICION DE YECTOR

Los vectores son herramientas bioldgicas que ayudan en el proceso de trunsferencia 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
causa de que los vectores no virales se encuentran al margen de los objetivos de esta tesis, sélo
describiremos algunas de las caracteristicas mas importantes de los vectores virales.

1.9 RETROVIRUS COMO VECTORES EN TERAPIA GENICA

En ¢ transcurso de los Wiltimos afios se ha observado un desarrollo explosivo en el campo del disefio y
construccion de vectores virales. Cada diserio tiene como finalidad mejorar las aplicaciones terapéuticas
de estrategias precedentes, asi como hacer més simple y econdmica la construccion del vector viral. Los
retrovirus presentan ta ventaja de ser los vectores bioldgicos més exhaustivamente estudiados hasta la
fecha.

El genoma de los retrovirus estd constituide por una sola cadena de RNA, Iz cual se duplica a través de
la formacion 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 el
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
expresados en poliproteinas. Las secuencias gag y env se relacionan con el empacamento y generacion
del virién. El gen gag codifica para una “poliprotefna™ que es seccionada en 3 a 4 protefnas destinadas a
formar la cubterta 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 pol, o en algunas ocasiones se
encuentra como un marco de lectura independientc®. El gen env codifica para los camponentes de la
corteza o revestimiento de la particula viral. La secuencia de pol esta vinculada con los procesos de
recombinacion y sintesis de dcidos nucleicos. El gen pol codifica para la cnzima transcriptasa reversa, la
cual estd constituida por dos subunidades, a y b; ¢l gen po! coditica para la subunidad b, mientras que la
subunidad a es un fragmento formado a partir de la protedlisis de la subunidad b. El producto del gen pol
es también una poliproteina que daré lugar a la transcriptasa reversa y a una integrasa necesaria para la
insercién 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

pmmotor cn el LTR izquierdo generara las futuras copias de la secuencia de RNA del genoma
retroviral®®, Ver la Figura. 3

Los retrovirus han desarrollado el método biolégico mas 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 infeccién celular que inician con la unién de la particula
viral a receptores especificos de membrana celular, continuan con la liberacién 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 linear 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 replicacién, el cual
requiere de una complementacién de sus funciones virales en trans (proporcionados por un genoma viral
diferente al del vector en cuesti6én). 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 sefales para crnpaca.micnto“.



Es comin emplear una linea de células empacadaras que han sido genéticarnente modificadas con la
imegracion de un genoma retroviral defective pero capaces de producir, en frans, las funciones virales
faltantes™. Este segundo genoma viral carece de la sefial necesaria para el empacamiento, quedando
inhabilitado pura integrarse a lus nuevas particulas virules. 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 c€lulas en division celular, ya que requieren que
la célula experimente la fase S del ciclo celular para poder integrar su material genético™. Aunque este
hecho es cn apariencia una desventaja, ya que la mayor parte de los tejidos vitalcs presentan un elevado
indice mitodtico, el fendmeno puede transfigurarse en una ventaja cuando €l tumor canceroso que se
pretende erradicar se encuentra rodeado por tejidos con escasa proliferucidn celular, Por ejemplo, en el
tratamiento de gliomas del cetebro de ratas, a través de la inyeccidon de fibroblastos murinos
establemente transducidos con un vector retroviral portador del gen HSV/tk, aunado a la administracion
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 ¢l vector actuard sobre las células tumorales y
respetard a las células normales del SNCP,

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 pueden insertar su matenal genético de manera azarosa dentro de los
cromosomas de la célula huésped. De esta manera puexien producir mutaciones por insetcidn e inactivar
genes relacionados con el control de la proliteracidn celular, desencadenando el fendémeno de
carcinogénesis. Ademds, los virus defectivos pueden experimentar recombinacién con virus silvestres o
retrovirus endégenas y readquirir su capacidad patogénica, ™!

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

tipos de céncer con escasa proliferacion celular, como el adenocarcinoma de prostata’™>®,

1.10 ADENOVIRUS COMO VECTORES RECOMBINANTES EN PROTOCOLOS DE
TERAPIA GENICA.

Los vectores adenovirales, en comparacién con los 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 s¢ unen por medio de receptores de membrana
especificos. Ademads, la expresion de su material genético no depende de la divisin 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 infeccidn.



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
infeccién con adenovirus. Esta observacion elimina la posibilidad de segregacién mendeliana en c€lulas
germinales y el riesgo de mutagénesis insercional ?*®' caracteristicas ambas indeseables de los
retravirus,

Adenoviridae es una familia de virus patdgenos de vertebrados. Sus viriones contienen ADN
bicatenario, son de simetria cdbica, carccen 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 3% de ADN y 87% de proteinas . Fueron aisiados por primera vez en 1953 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) y se han descrito mas de 42 serotipos con capacidad de
provocar infecciones en el hombre.

Los tipos 2 (Ad2) y 5 (AdS5) han sido extensamente estudiados, y son par lo tanto ampliamente
utilizados en el disefio de vectores virales para terapia génica’’”’. Aunque, existen algunos reportes que
describen su capacidad de generar tumores €n animales, no se ha descrito su asociacidn con tumares en
los seres humanas.

La infeccién por Ad5 se traduce en una infeccidn aguda de las membranas mucosas del tracto
respiratorio superior, 0jos, glindulas vy nddulos linfaticos, siendo el cuadro clinico leve y muy similar al
del resfriado comiin. Como la exposicién a adenovirus se encuentra ampliamente difundida entre la
poblacion, la mayor parte de la poblacidin de adultos son seropositivos para este tipo de virus.

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

Los mecanismos de expresidn génica se realizan en dos importantes etapas, usualmente conocidas como
fase temprana y fase tardfa (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 estdn relacionadas con los componentes estructurales del
virion.

Se han identificado seis regiones de expresion temprany (E1A, EIB, E2A, E2B, EJ y E4), aunque otras
regiones diferentes a éstas también han sido asociadas con expresidn inmediata después dc 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 adenovirus in vitre. La regidn E2A codifica parg una
proteina que se une al DNA y E2B codifica para una DNA polimerasa y para la proteina que s¢ une a los
extremos 5' del genoma viral. Aunque E3 no es necesaria para la duplicacion viral in vitro, si se
¢ncuentra asociada con el 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 con incompetencia para duplicarse es un elemento ¢lave de su
bioseguridad y se complementa con dos aspectos. El primero, consiste en la condicién de depender de la
produccién de proteinas regulatorias en “trans” (fuera del genoma viral) y el segundo, se relaciona con la
incapacidad de la cdpside para contener (empacar) méis del 105% del genuma total del viridn. Para
tesolver la primera condicidn, es neccsario contar con una linea celular “ayudadora”, correspondiendo
en este caso a ¢élulas transformadas de nfdn tetal de la linea 293, las cuales han sido transfectadas con
secuencias genémicas de origen adenaviral derivadas del extremo izquierdo (0-11 unidades) del mapa
géunico y que contienen la regién E1A del genoma vital, de tal forma que complementan en trans la
propagacidn del Adv-recombinante (Graham, 1997) ¥. Esta linea celular permite producir virus
incompetentes para la duplicacion -defectivos en El-.

El desarrollo de una estrategia de produccidn de vectores virales se basa en el conocimiento de que el
DNA viral se torna circular dentro de las células infectadas, por lo que este fendmeno puede ser
explotado para producir genomas-AdV circulates infecciosos, que pueden ser posteriormente
propagados como plismidos bacterianos. El uso de pldsmidos durante el proceso de produccidn y
propagacign de Adv-recombinantes es hoy ampliamente difundido debido a que se disminuyen
grandemente las posibilidades de regeneracion de adenovirus competentes en su replicacion, debido a
que el genoma plasmidico es usualmente 3 o 7 kb mas grande que el del genoma viral, y no podré ser
empacadao dentro de la cdpside viral. Por lo tanto, es posible construir genomas virales auxiliares con
insertos de DNA de rellena. Estas construcciones con genoma redundante, exceden la capacidad
méxima de empacamiento de la cdpside viral ¢ impiden el proceso de ensamblaje de los viriones (Bett,
1993-94)%°, pero pueden scr utilizadas en procesos de co-transfeccion con plasmidos portadores del gen
terapéutico, para asi lograr la produccidn de un vector rapéutico a través de un mecanismo de
recombinacion.

Debido a que los viriones pueden empacar hasta un 105% de la longitud del genoma de un adenovirus
silvestre, después de producir una delecién de 2.9 kb dentro de la region El, es posible obtener
construcciones de vectores deficientes en su duplicacion con insertos de hasta 4.7-4.9 kb. El genoma
adenaviral es demasiado largo para ser convenientemente manipulada, sin correr el riesgo de seccionar
la molécula de ADN durante el procedimiento de clonacion o insercidn del gen terapéutico de interés.
Para salvar este inconveniente, el gen de interés es insertado dentro del extremo izquicrdo del genoma
viral, usualmente por medio de deleciones compensatorias en la region EL. La region El no es necesaria
para la duplicacidn viral dentro de las células 293, ya que estas expresan el 11% del extremo izquierdo
de! genoma-Adv5. Para garantizar la viabilidad de los viriones, la deiecidn no debe de incluir las
secuencias de repeticidn terminal invertidas ni la sefial de empacamiento. Como paso final, la
construccién es posteriormente ligada a un plismido recombinante®.

El genoma redundante -virus auxiliar- y el genoma plasmidico portador del gen de interés san co-
transfectados en las células 293. El tamafio 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
producide solamente cuando ocurran fendmenos de recombinacién genética entre los dos plasmidos, y el
gen de interés reemplace al ADN de relleno, produciéndose un ADN recombinante [o suficientemente
largo para ser empacado dentro de la cipside del virion®?°, Ver la Figura 4.
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GENOMA ADENOVIRAL NORMAL
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Figura 4. Fabricacion de adenovirus recombinantes. Muestra como el transgen es insertado dentro
del genoma adenoviral con la regiéon E1 amputada. Sin la region E1 el virus se torna deficiente en su
duplicacion. 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 regién

El. [ Modificado de Douglas Joanne T y Curiel David T (1977): Adenoviruses as vectors for gene therapy: Science and Medicine: March/April, 44-53.]

1.11 VENTAJAS DE LOS VECTORES ADENOVIRALES EN TERAPIA GENICA

La bioseguridad de adenovirus en terapia génica ha sido corroborada en el tratamiento del céncer 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 ornitin-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 cancer
pulmonar en ratones desnudos atimicos®.



Los adenovirus son estables en ¢l torrente sanguineo, Esta observacion permite su inoculacion sistémica
(endovenosa) en protocalos de terapia génica. Sin embargo, los adenovirus son inmunogénicos y las
pacientes desarrollan una respuesta inmune en contra del vector, limitando de esta manera la expresidn
del gen terapéutico e imposibilitando administraciones subsecuentes del vector. Como el DNA virl
eventualmente desaparece, €l tratamiento de enfermedades crénicas y de tumores de evolucidn lenta
requiere de la inoculacion repetida del vector, lo que constituye una desventaja de los vectores
adenovirales.

Esta situacidn 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 administracion de un solo ciclo
de tratamiento a base de la inyeccion intratumoral de un vector adenoviral portador del gen HSV/tk,
junto con la admunistracién simultanea de ganciclovir, se ha traducido ¢n una importante remision del
crecimiento tumaral en pacientes con carcinoma de prostata focalizade™.

Adicivnalmente, los vectores adenovirales pueden suprinur al tumor a través de un efecto oncolitico
directo, ocasionado por la replicacidn viral. Este efecto incrementa la respucsta inmune del huésped en
contra de los antigenos tumorales. Desde esta perspectiva, los adenovirus pueden ser utiles como
vacunas tumorales o para expresar genes relacionados con los antigenos de superficie de Hepatitis B, ya
que ellos pueden duplicarse en células Vero y WI-33, las cuales estan acreditadas para produccion de
vacunas’.

En resumen, las ventajas relacionadas con el uso de¢ vectores adenovirales se fundamentan en €l hecho
de que son relativamcnte faciles de estudiar, pueden ser altcrados genéticamente, y ticnen una tendencia
natural de adhenrse a tipos especificos de células y de transferic su ADN a las mismas. Algunas de las
ventajas mds importantes son enlistadas a continuacion:

a. Los vectorcs adenoviralcs pueden ser preparados, purificados y concentrados ficilmente y
pueden alojar genes de gran tamaiio.

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

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

€. Son faciimente manipulables in vitro.

f. Son cficientes para transferir gencs suicidas in vivo.

g. Infectan células que no estén en division celular,

h. La infeccidn causa sfntomas benignos.

i. Lainfeccion presenta ubicuidad tisular.
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1.12 PRINCIPALES INCONVENIENTES DE LOS YECTORES ADENOVIRALES.

La presente generacidn de vectores adenovirales presenta cuatro importantes limitaciones: i). primero,
los adenovirus som inmunogénicos, por lo que los seres humanes son portadores de anticuerpos
preformados en contra del vector. Durante el inicio del tratamiento pueden expresar cantidades
importantes de la proteina deseada, pero la inmunidad humorul del huésped ripidamente suprime la
expresidn del gen terapéutica.

ii). Segunda, carecen de especificidad para células blance, lo cual hace imposible transportar genes (por
inyeccidon endovenosaj a tejidos especificos con propdsitos terapéuticos. if). Tercero, son muy pequefios
y nu pueden acumodar secuencias largas dentro de su genoma.

iv). Finalmente, aunque se ha reportado que fos adenovirus no provocan efectos adversos 2
Postlethwaite'” en 1973 y Duncan'’ en 1978, refieren alteraciones hepdticas en ratones que recibieron
una inyeccion intravenosa de adenovirus humanos tipo 5.

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 practicas
y 4 severas medidas de bioseguridad y élica, por lo que se han visto restringidos al estudio y tratamiento
de trastornos mendelianos graves o de prondstico fatal. Por otro lado, las investigaciones cstén
circunscritas a las células somaticas, para garantizar que las modificaciones genéticas no puedan ser
transmitidas a la progenic.

Histaricamentc, las enfermedades monogénicas han sido tratadas suprimiendo las efectos biolGgicos o
funcionales de las mutaciones génicas, pero excepcionalmente es posible corregir el defecto molecular
que las origina. Desafortunadamente, la manipulacién o intervenciones no genéticas (sintométicas) son
usualmente paliativas e insdlitamente curativas. Ante este desalentador panorama, las diferentes
estraiegias de terapia génica ofrecen una razonable oportunidad para recuperar la salud en aquellos

individuos quc sufren los efectos de alguna cnfermedad monagénica®®*!"™*,

Entre las enfermedades genéucas que han sido esiudiadas 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 s¢ desarrollan correctamente.

La carcncia dc ADA ocasiona una significativa elevacion en los niveles de dATP, el incremento del cual
provoca por retroinhibicion una deficiencia general en los miveles de otrus dNTPs, lo cual provocy
citotoxicidad en los linfocitos T, ya que la deoxiadenosina es particularmente téxica para las células T
pero no para los linfocitos B%7, Aunque existe tratamiento sintomatico en forma de administracion de
antibidticos, inmunoglobulinas y transplante de médula dsea, las 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 yna nifia de 4 afios de
edad afectada con deficiencia de ADA. Las células de la paciente fucron 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 linfacitos fueron incubados en presencia de un
vector retroviral recombinante portador del gen anormal de la ADA, asi como de un marcador de
seleccion (gen de resistencia a la neomicing). Finalmente, los linfocitos modificados fueron introducidos
al torrente circulatorio de la paciente. Un segundo paciente fuc sometido al mismo tratamiento en 1991,
Los resultados obtenidos en ambos pacientes demostraron una notoria mejoria de sus condiciones
clfnicas y en sus funciones inmunoldgicas (Culver & Anderson, 1991)“‘.

Recientemente, se han efectuado protocolos de terapia génica en pacientes con fibrusis quistica™ y
deficiencia del factor [X. Las estrategias dc terapia génica dirigidas a introducir una versién funcional
del gen 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 ncoplasicos se fundamenta en el uso de agentes
quimioterdpicos con una elevada capacidad para aniquilar a las ¢€lulas cancerosas. Sin embargo, la
atilidad de tales esquemas terapéuticos se ve limitada por su carcncia de selectividad y su consecucnte
toxicidad celular sabre tejidos normales. Un prometedor abordaje para incrementar la selectividad tisular
de los agentes antineopldsicos, consiste en el uso de “genes suicidas”, los cuales son genes que originan
la conversidn de un droga inactiva (“prodroga’) en un agente quimioterdpico farmacoldgicamente
activo. La estratagema consiste en asegurar lu presencia y expresion de genes suicidas en tantas c€lulas
cancerosas como sea posible, micntras sc limita su expresidn en las células de los tejidos normales® >,

Con el descubrimiento de gencs que sclectivamente se expresan cn las células de tejidos especificos, se
ha desarrullado una nueva avenida e investigacion que permitird en corto tiempo, etiquetar genes
terapéuticos para quc se transcriban de manera selectiva dentro del nicleo de las células de ciertos
(¢jidos, Estos genes de expresion tisular-especifica, han sido identificados recientemente, y representan
nuevos oncogenes, receptores de superficie celular, genes supresores de tumeor, as{ como promotores de

enzimas, antigenos y hormonas, entre otros™®.

Recientcmente, Braiden (1998)° reportd un innovador abordaje para el tratamiento del céncer de
liroides. La estrategia consiste en la construccion de un vector retroviral portador del gen HSV/tK, cuya
expresidn se encuentra controlada por el promotor de la tircglobulina (TG). Sus resultados demuestran
que este vector recombinante etiquetado con el promotot-TG, canfiere sensibilidad al GCV a todas las
c€lulas tiroideas que expresan TG. Este modelo de terapia génica suicida, puede ser aplicable en el
tratamiento selcctivo de carcinomas de tiroides que expresan TG.

Desde esta misma perspectiva, se ha caracterizado una secuencia promotora altamente eficiente para el
gen del antigeno prostitico seroespecifico (APSE). La expresion de este promotor s dependiente de
andrdgenos y exclusiva del tejido prosttico. En breve tiempo se iniciardn protocolos de investigacion en
fase I consistentes en ligar esta secuencia promotora con diferentes genes suicidas (HSV-tk, citosin-
deaminasa etc.), en un intentd de lograr un expresion selectiva y limitada al microambiente de la
prdstata’.
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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 administracidn de forma sistémica. La
expresién selectiva de este grupo de genes, puede transformarlos en valiosos instrumentos para iniciar
nuevas estrategias de terapia génica suicida.

Alternativamecnte, Herman y Aguilar han sostenido que se pucden administrar gencs suicidas no
etiquetados, de manera directa dentro del parénquima prostatico, La inyeccidn directa sin la ayuda de un
promotor de selectividad como el del APSE, puede en teoria garantizar altos niveles de expresién dentro
de tumores de prostata. A este respectg, e€stos investigadores han reportado disminucién de los niveles
del APSE, asi cumo ausencia de toxicidad sistémuca 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 accion 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-tk), -el cual codifica para una enzima destinada a activar por fosforilacion un
agente farmacoldgico conacido como Ganciclovir (GCV )- para el tratamiento de pacientes con
adenocarcinoma de préstata'® % Puesto que las células de mamifero no poseen la capacidad de
moncfosforilar a1 GCV, la citoloxicidad de este farmaco quedara vinculada y dependiente de una exitosa
introduccion del vector adenaviral y de la subsecuente expresidn del gen HSV-tk que permite activar al
GCV.

Las células del paciente que no s¢ encuentran en proliferacién celular activa pueden expresar €l gen
HSV-tk y pur afiadidura fosforilar al GCV. Sin embargo, este fendmeno no representa peligro para ¢l
paciente, ya que las células que no experimentan mitosis na sintetizan DNA y por ende no utilizan el
GCV fosforilado. Por lo tanto, ¢l nesga es considerablemente menor al derivado de la utilizacidn de
otros quimiaterdpicos con elevada capacidad citotdxica y usualmente utilizadas dentro de los esquemas
terapéuticos de [a mayoria de los Departamentos de Oncologia,

Este novedosa enfoque terapéutico estad particularmente disefiado para ser aplicado en pacientes con
procesos neopldsicos caracterizados por un alto grado de malignidad, secundaria a su elevada
proliferacién celular y capacidad de formar metéstasis. Una segunda condicidn para selcccionar al
paciente sometido a trataruento, es que el tumor se encuentre adyacente a tejidos u Grganos constituidos
por células con escasa proliferacidn celular. Ver la Figura §.
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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 participacion 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 duplicacion del material genético celular, ocasionando la muerte de la célula
afectada.



1.15 TERAPIA GENICA PROFILACTICA (Genopraofilaxis)

Esta singular estrategia consiste en utilizar genes suicidas como terapéutica preventiva de los trastomaos
neopldsicos. La terapia génica preventiva explota la etiologia clonal de las neoplasias y permitc
introducir genes suicidas en individuus sanos o en individuos con predisposicidn genética al cancer
{portadores de oncogenes), o en pacientes con lesiones pre-malignas (displasias, polipasis), con la
esperanza de incrementar |as probabilidades de curacién de cualquier tipo de cdncer que pudiera
desarrollarse posteriormente™.

Este abordaje terapéutico, proclama solucionar los inconvenientes de la terapia génica tradicional, al
eliminar ¢ualquier dependencia en selectividad tisular y excluyendo la necesidad de transducir de
manera sunultdnea a nmullones de células cancerosas, Asimismo, ofrece garantizar la transferencia del
transgen en (ejidos inaccesibles o en metdstasis con escusa irrigacion vascular. Para salvar estos
inconvenientes la genoprofilaxis propone la estrategia que se describe a continuacion.

Como la mayoria de las neoplasias sc originan a partir una sola célula {(monoclonales), la genoprofilaxis
estard dinigida a introducir genes suicidas, no en tejidos tumorales sino, en aquellos tejidos normales en
los cuales €] cdncer pueda surgir en un futuro. Debido a la naturaleza clonal de los pracesos 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, 4 toda su descendencia celular,
incluyendo a las zonas de mctdstasis.

El métoda de profilaxis génica puede ser aplicado principalmente en tejidos no vitales, como 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 partic de una de las células que han sido previamente transducidas. Cualquier intento de
promover selectividad celular se torma innecesario, ya que la pérdida de tejido normal durante el
tratamiento del cincer seréd de poca significancia clinica para el paciente.

La terapia génica profildctica puede utilizarse en tejidos vitales, pero con una tactica diferente. El
enfoque consiste en exponer €l tejido a multiples genes suicidas, diseminados y propagados para formar
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 fraccion de las células normales, permitiendo asi quc el tejido vital sobreviva a los efectos de la
terapia génica swecida, Ver la Figura 6,
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Figura 6. Terapia génica profilictica. 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 Moolten 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 biologica dentro del torrente circulatorio. Esta condicién 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, paodemos suponer que los vectores virales portadores de gencs
suicidas (capaces de activar una pro-droga en un agente citotéxico) pudicran discminarse desde el sitio
de inyeccion en el tumor, hacia dreas circunvecinas u drganos periféricos sanos y vitales, ocasionando
fendmenos de toxicidad no deseada. A pesar de lo anterior, los vectores adenovirales constituyen la
mejor opeidn para el tratamiento de tumores sdlidos, debido a la expresion transitoria del gen terapéutico
y ¢l supucsto de que estos vectores solamente infectardn el parénquima tumoral y a sus éreas
adyaccntcsu‘ 6. 22

Una segunda desventaja observada durante el uso de adenovirus cn el tratamiento del cdncer, es el
desarrollo de una respuesta inmunoldgica en contra de las particulas virales dentro del paciente. Bajo
tales condiciones, la expresion de los genes terapéuticos €s limitada y de carficter transitoria, durando
menos de 4 semanas después de la primera inyeccion. Como el genoma adenoviral eventualmente
desaparecerd, en €l vrganismo vivo, el grado de transduccién adenoviral de las célulus blanco puede ser
muy bajo, debido a la cxistencia de anticuerpos preforrnados en contra del vector o al pronto
establecimiento de una respuesta inmunoldgica en contra de los antigenos de la cflpsidczs' 43

Durante un ciclo inicial de tratamiento, tales vectores pueden infectar un niimero apropiado de células y
producir una alta expresidn de la proteina deseada. Pero pronto, las respuestas celular y humoral
desarrolladas por ¢l pactentc resultardn en una cxpresion transitoria del gen terapéutico; ya que los altos
niveles de anticuerpos neutralizantes impiden la administracion repetida del vector, mieatras que los
linfocitos T citotéxicos eliminardn a las células que han sida infectadas con el vector adenoviral. Este
tipo de respuesta inmune, lumuta la aplicacidn de esquemas repetidos de t:raEdia §énica y probablemente
ha contribuido al fracaso de mdltiples protocolos de investigacion en fase [ %4 ¥

Por razones de bioseguridad todos los vectares virales utilizados en protocolos clinicos de terapia génica
deben de ser deficientes en su replicacidn. En teoria los virus pueden ser inhabilitados en su duplicacidn
a través de lu eliminucidn de genes de expresidn temprany, que se¢ encuentran ubicados en lus regiones
El1A y ELB, las cuales codifican para proteinas virales que regulan todas las demds funciones virales.
Asi, en ausencia de los genes El, las particulas virales no deberfan de replicarse in vivo. Sin embargg,
cuando estos vectores recombinantes de primera generacidn son inoculados en el orgamismo vivo,
pueden PEE%‘E‘%LTJ.‘“ nivel minimo o basal de expresion de proteinas virales a pesar de no contar con los
genes E1™ ™ ™7,

Bajo estas condiciones, tas proteinas virales sintetizadas de nove, 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 antmales esta caractertzada por la inmediata aparicién
de un proceso inflamatorio mediado por neutrofilos, macréfagos y células NK*. El siguiente evento
consiste en ¢] establecimicnto de una ofensiva citotoxica mediada por 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+, [as cuales son entonces activadas para formar
linfocitos T citotoxicos encargudos de destruir a las células infectadas por virus, provocando una
disminucion en la expresidn del gen terapéutico acomparnada de inflamacién®™ %,
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Sincrénicamente, las células auxiliares tipo CD4+ son activadas por medio del reconocimiento de
proteinas virales presentadas por las moléculas clase Il 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 II del SMH. Esta conjuncion de eventos culmina con la produccion de
anticuerpos neutralizantes que se enlazan con los epitopes de las proteinas de la cipside, impidiendo la
incorporacion de los virus al ambiente intracelular y obstaculizando la readministracion del vector " "

Ver la Figura 7.

Célula
Blanco

Figura 7. Interferencia inmunolégica en la terapia génica con
vectores adenovirales. La respuesta inmune montada en contra de las
proteinas de la cépside o de las proteinas sintetizadas de novo 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 logico 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™ ",



A la luz de esta evidencia, es sumamente dificil predecir la efectividad de los esquemas de terapia génica
en poblaciones humanas. Evidentemente, el desencadenamiento de una respuesta inmune en contra de
las proteinas virales o de los productos génicos, pueden limitar la incorporacidn y distribucién de las
Egarticulas virales, disminuir su eficacia terapéutica y evitar la administracidn repetida del vector ** ** **
En contraste con el efecio deletéreo de la respuesta inmune montada contra adenovirus en protacolos
clinicos de terapia génica (dirigidos a tratar enfermedades cronico-degenerativas o enfermedades
genéticas), la terapia génica del cdncer, presenta un escenario biolégico bastante diferente. En el caso de
la terapia génica del cancer, la erradicacidn del tumor no necesariamente requiere de una prolongada
expresion de los genes terapeuticos, situacion que es indispensable para el tratamiento de las
enfermedades 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 aplicacidn ideal para el uso de estos vectores es el tratamiento del céncer
mediante esquemas de terapia génica. Los estudios realizados en modelos animales indican que el
transporte y expresion de los genes terapéuticos puede ser abstaculizado por el desarrollo de anticuerpos
circulantes en contra del vector. Mucha de esta evidencia ha sido obtenida a travéy de experimentus
dirigidos a cvaluar los procesos de transferencia y expresion pgenéticas dentro del higado y el
pulm(')n”'sz‘“‘m'sg‘%‘. El micro-ambiente de estos drganos puede sef particularmente sensitivo a la accion
de una respuesta hurnoral y/o celular, a causa de su epitelio mucoso y a su extensa irrigacion sanguinea.
Nugstro interés ha sido canalizado ha estudiar la expresion de vectores adenovirales en diferentes
circunstancias.

Para este propdsito decidimos valarar la participacién de la respuesta inmune humorul en el tratamiento
de los tumores sdlidos, los cuales se encuentran pobremente vascularizados y en algunas ocasiones
aislados de fa circulacion general®™ . Por lo tanto, es razonable especular que bajo estas condiciones, la
inyeccidn intratumoral directa de vectares virales pudiera traducirse en una adecuada transferencia y
expresion de los genes terapéuticos, debido a que el parénquima tumaral serfa menos sensible a la
dccidn de lus anticuerpos 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
efectos terapéuticos, con pocas posibilidades de diseminacién sistémica. Ver la Figura 8.

Alternativamente, algunos tumores sOlidos se¢ encuentran muy vasculanizados, por lo que la
diseminacidn de las particulas virales desde el sitio de la inyeccién, pudicra tracr consigo la aparicidén de
reacciones sistémicas o hepato-toxicidad‘"'8‘34'7(‘.. 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 intratumoral, sin la diseminacién consecuente
del vector, garantizando uny elevada expresidn y persistencia de [os genes terapéuticos.

(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 mo vascularizados se
traduce en una elevada expresion del gen reportero dentro del tumor, asi como poca diseminacion sistémica con
ausencia de hepatotoxicidad.



n

[RLRT L RO R
I e s

<

INYECCION INTRA-TUMORA
ENTUMORVASCULARIZADO M

s

ACTON SISTEMIKC

HEPATOTOXICIDAD

&

NO

Blogquco en la

EXPRESION DEI

['ransierencia Geénica GEN REFPORTERO

N
-

Figura 9. Posibles escenarios de hepatotoxicidad en un modelo murino portador de un tumor vascularizado.

En 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.




Figura 10. Biodistribucién y hepatotoxicidad en un modelo murino portador de un 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
expresion 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.



A la luz de esta evidencia, desarrollamos un estudio pre-clinico en un modelo munno preinmunizado en
contra de adenovirus portadores dcl gen reportcto que cedifica para la enzima luciferasa. El propdsito de
este trabajo fue investigar la utilidad de la transferencia 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 presencia de titulos elevados de anticuerpus neutralizantes en €l torrente circulatorio,
pucden limitar la diseminacién sistémica del vector después de la inyeccidn 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, procaden’a"g‘”'g}'?ﬁ. disminuir la inmunogenicidad de los vectores
adenovirales a través de enmascarar su superficie recubriéndola con polimeros de Polietilenglicol
(PEG), proceso denominado “pegilacidn’™.

La PEGilacion es un método ya utilizado para disminuir la antigenicidad € inmunogenicidad de
prateinas tcrapéuticas's. Existen dos importantes limitaciones de las reacciones de PEGilacidn: la
primera consiste en una disminucién de la bio-actividad del complejo PEG-proteina. La segunda
limitacidn depende de la incorporacidn del grupo activado demtro del complejo PEG-Proteina, y no
abstante que el PEG es por si mismo inmunolGgicamente inerte, la incorporacion de esos grupos
residuales puede desencadenar una respuesta inmune. Ambos problemas pueden ser evitados por medio
de la optimizacién bioldgica del método de PEGilacidn utilizando Tresil-mono metoxipolietilenglicol
(TMPEG)™.

Con estos antecedentes, decidimos utilizar el método de optimizacion bioldgica de polimeros de PEG
para probar si los vectores adenovirales portadores de genes reporteros o terapéuticos pueden ser
modificados en su inmunogenicidad reteniendo su capacidad infectiva, Nuestro propdsito se fundamenta
en ¢l hecho ya conocido de que algunos componentes proteicos de la cépside viral -como las proteinas
fibrosas, los 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 reaccionaran covalentemente con el TMPG durante una reaccion de PEGilacion, formandose un
conjugado TMPEG-proteina que permite enmascarar la superficie de los vectores evitando su

reconocimiento por los anticuerpos neutralizantes.



Dentro de todo este contexto, hemos utilizado un modelo murino pre-inmunizado a través de la
inyeccidn intratumoral de adenovirus, con la finalidad de investigar la utilidad de la transferencia génica
mediada par 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
reparteros 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 expresion intratumoral y/o sistémica de los genes terapéuticos.

3.- Después de la inyeccidn intratumoral del vector, la elevacion de anticuerpos en el torrente sanguineo
limita la diseminacién sistémica del vector, sin afectar la transduccién de las células tumorales.

4.- La unlizacion de dosis crecientes de adenovirus en ratones pre-inmunizados puede restablecer una
adecuada expresion de los genes terapéuticos sin incrementar el riesgo de diseminacién sistémica del
vector.

3.- La respuesta inmune humoral es insuficiente para evitar la diseminacidn del vector hacia los tejidos
para los cuales los adentovirus exhiben un tropismo selectivo, por lo cual es posible predecir la aparicion
de fenémenos de hepato-toxicidad, despu€s de la inyeccidn intratumoral de vectores adenovirales.

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

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

Primera etapa: Dirigida a evaluar ¢l efecto de la inmunidud sobre la expresion de los genes reporteros.

El primer pasv de esta etapa fue destinado a estandarizar un modelo murino de tipo heterotdpico, que
permiticra ¢l transplante singénico de la linea celular TM40-D (que produce tumores mamarios <n 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. Postenormente, se determind su posible relacién con
l0s procesos de transferencia y expresion génica de [os genes reporteros.

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

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

Los tumores malignos que afectan a los seres humanos son usualmente curablies si se detectan en etapas
tempranas de su desarrollo. En los Estados Unidos de América, las tasas de mortalidad han disminuido
significativamente durante la dltima década, debido a los sistemas de deteccidn precoz y a un mejor
tratamiento de las lesiones precancerosas, asi como de tumores en estadios tempranos de desarrollo.

Asimismo, el pcrfeccionamiento de los métodos diagndsticos 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 y efectiva de las células tumorales.

Dentro del campo de las aplicaciones de la terapia génica ¢n el hombre, se puede considerar al cdncer
como el drea mds importante y de mds rapida expansion. Durante los Gltimos 5 afios un 75% de los
pacientes enlistados en protacolos de terapia génica han recibido el tratamiento para la erradicacién de
neoplasias malignas, principalmente tumores. La justificacion del tratamiento radica en el facil abordaje
y biodisponibilidad de los turnores sélidos y a la facilidad de lograr una rédpida y eficiente acumulacion
del gen terapéutico dentro del parénquima tumoral. Bajo estas condiciones, la expresidn transitoria de
los genes (erapéuticus puede ser una verntuja adicional, ya que disminuye el nesgo de toxicidad
sistémica, garantizdndose una exposicién aguda -aunque de corta duracién- de las células tumorales a
los efectos de las pro-drogas.

Dentro de este escenario, el tactor de limitacién mas importante es la condicidn de inmunogenicidad de
los vectores virales. Por tal motivo, la mayor parte de los experimentos pre-clinicos realizados ir vivo se
han efectuado en modelos murinos inmuno-deficientes 0 en animales inmuno-deprimidos. Por lo tanto,
resulta muy diffcil predecir que tan efectivos pueden ser ese tipo de trutamientos en los seres humanos
prcviamente expuestos a los adenovirus.

Por otro lado, pudiera parecer conveniente conservar un adecuado estado de inmuno-competencia para
coadyuvar con la ehiminacion de las ¢€lulas cancerosas. Sin embargo, esto no ¢s deseable, va que en la
prctica, la produccion de anticuerpos contra adenovirus contribuye mds a la eliminuacidn del vector
teraputico, que a la erradicacidn de las células neoplasicas.

Con base a c¢stos antecedentes, sc justifica investigar 1a utilidad de inocular vectores adcnovirales por
medio de {a inygccidn directa del vector dentro del parénquima de tumores sdlidos v evaluar si la pre-
inmunizacidn contra adenovirus puede modificar la eficacia terapéutica de los esquemas de terapia
génica utilizados en el tratamiento del cdncer. La importancia de esta nueva drea de investigacion es
incuestionable, sobre todo si tomamos en consideracion la grun cantidad de variables que interfieren con
el tratamicnto integral y exitoso de los pacientes con cdncer.

Una justificacién adicional deriva del conocimiento que los esquernas tradicionales de tratamiento del
cancer consisten en ¢l 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 alternativas. 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 ia radioterapia en el tratamiento de los pacientes
con céncer, se justifica desarrollar nuevos meétudos terapéuticos, que permitan mejorar las expectativas
de vida y evitar la aparicidn de complicacioncs.

Dentro de las nuevas opciones terapéuticas se encuentra la terapia génica, la cual es improbable que
remplace a los esquemas tcrapéuticos ya existentes, mo obstante, puede contribuir de manera
significativa en el tratamiento de cénceres refractarios al tratamuento convencional y €n el control de la
enfermedad metastdsica. Debido a su enorme potencial para inducir la regresion del crecimiento
tumaral, sin la 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 transduccidon y expresion dc los genes reporteros serd modificada por la
presencia de anticuerpos circulantes. Los niveles de expresion intratumoral 4 lo largo del ttempo serdn
modificados por la preseatacidn de anticucrpos neutralizantes.

H2.

La inyeccidn intratumoral de altas dosis de adenovirus en ratones preinmunizadas, restablecerd los
niveles de expresion génica de los genes reporteros sin presentar complicaciones secundanas a la
diseminacidn sistémica del vector,

H3.

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

H4.
La respuesta humoral provocada por los anticuerpos neutralizantes en contra del vector adenoviral,

puede ser atenuada a través de la encapsulacion de los vectores adenovirales con polimeros de polietilen
glicol (TMPG).
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6. OBJETIVQS

6.1 OBJETIVOS GENERALES

L. Determinar si la inyeccion intratumoral de vectores adenovirales induce o no la produccion de
anticuerpos neutralizantes en contra de subsecuentes inyecciones de los vectores modificando la
eficiencia de la expresidn 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 expresidon de |a
prote{na reportera en el sitio de inyeccidn, sin presentar diseminacidn sistémica de las particulas virales
adrmunistradas.

3. Evaluar los aspectos de toxicidad general y de hepatotoxicidad asociados con la inyeccion de
dosis crecientes de adenovirus en ratones preinmunizados, a truvés de lu cuantificacion de enzimas
hepaticas (Alaninaminotransferasa, Aspartatoamninotransferasa y Fosfatasa Alcalina) y de la evaluacién
anatomopatoldgica de diferentes tejidos (Higado, Buzo, Ovano, Pulmdn, y Curazén) extraidos de cada
uno de los animales pertenecientes al estudio.

4. Determinar si la encapsulacidn de adenovirus con TMPEG disminuye la inmunogenicidad del
vectar o lo torna resistente a la accidn de los anticuerpos neutralizantes.

6.2 ORJETIVOS PARTICULARES

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

B. Estandarizar las condiciones de cultiva, mantemimiento y preservacidn de la linea celular TM-40D,
destinada a generar tumores mMamanos singemnicos.

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

D. Inducir la generacion de tumores singénicos en ratonas de la cepa Balb/c, mediante su inoculacidon
con ¢células de la linea TM-40D, por via subcutédnea.
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E. Preinmunizar una pobiacion de ratones por medio de la inyeccidn de diferentes vectores adenovirales
utilizando diferentes vias de inoculacidn, y determinar los niveles de produccion de anticuerpos antes y
después de la inoculacién del adenovirus.

F. Correlacionar el nivel de produccidn de anticuerpos con los niveles de expresion genética de los
genes reporteros GEFP/Luciferasa administrados por subsecuentes inyecciones de vectores adenovirales
que los portan, y determinar si ambas variables son modificadas al utilizar diferentes vias de
administracion 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
ammales en estudia.

H. Evaluar la transferencia y expresidn de luciferasa en un grupo adicional de ratones con imnunidad
pre-existente en contra de Ad-5, a los cuales se les administrardn dosis crecientes de Ad/Luc por medio
de la inyeccion intratumoral del vector.

[ Evaluar los t(ftulos de las enzimas hepdticas Alanin aminotransferasa (ALT), Aspartalo
aminotransferasa (AST) y fosfatasa alcalina (ALP) c¢n el sucro de los animales preinmunizados que
recibieron dosis crecientes de adenovirus y compararlo con los titulos reportados en los amimales
control.

J. Realizar estudios anatomopatoldgicos en ¢l higado, baza y pulmdn de los animales tratados, con la
finalidad de detectar cambios morfoldgicos, necrosis o inflamacidn tisular,

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

El Presentc trabajo de tesis se realizd en el Gene Vector Laboratory. Feigin Cancer Center. Texas
Cluldren’s Hospital & Baylor College of Medicine., el Radio-Gene Therapy Laboratory del Veterans
Affairs Medical Center de Houston Texas., y en la Unidad de Laboratorios de Ingenieria y Expresion
Genéticas del Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina de la Universidad Autdnoma de
Nuevo Leon. Monterrey, N.L, México,

7.1 MATERIAL

7.1.1 YIRLS Y VECTORES:

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

Therapy del Baylor College of Medicine, de acuerdo a las normas de las buenas prdcticas de laboratorio
utilizando condiciones estédndar >*%78

El primer vector (Adv-GFP) expresa una protcina reportera regulada por el promaotor de CMV. La
sccuencia 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 monémero en
solucién, 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 utilizado para preinmunizar los
primeros grupos de animales. Adicionalmente fue utilizado para conocer los niveles de expresién del
gen reportero desde un punto de vista cuahitativo.

Para determinar la expresion cuantitativa de los genes reporteros se utilizd un segundo vector (Adv-Luc)
de origen humano, portador de una secuencia exdgend, que codifica para una proteina enzimatica
conocida como luciferasa (una proteina monomérica de 62 kDa). Adv-Luc, contiene un casete de
expresion en la regién El, construido con ¢l promotor de Citomegalovirus (CMV), el DNA, que codifica
para luciferasa y la sefial de pali-adenilacidn de SV4Q.

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 utilizd el AdV-3 AFT2ZMS9 carente de genes reporteros (“gutless™), el cual fue
empleado para inducir la produccidn de anticuerpos en el grupo de animales pre-inmunizados.

7.1.2 ANIMALES.

Durante cada una de lay diferentes etapas de este programa de tnvestigacion se utilizaron ratones de 6
semanas 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
(tecombinase activating 2 gene). [Los ratancs homocigotos para la mutacidn en el gen RAG-2 carecen de
células B y células T, va que la delecidn de este gen ocasiona un bloqueo en la diferenciacion temprana
de estas lineas 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 expenimento s¢ decidid sacrificar a los animales con un crecimiento
tumoral mayor de 2250 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 atmésfera saturada con COg,

7.1.3 LINEAS CELULARES

Para inducir el crecimiento de tumores ¢n los animales experimentales se utilizd lx linea celular TM40-
D. Esta linea se deriva de ratonas virgenes normales de la cepa Balbfc y se generd a partir de células
murinas del epitelio mamarno (FSK) cultivadas durante periodos de tiempo vanable. Las células FSK
fueron inyectadas en el tejido adiposo de las almohadillas mamarias de modelos muninos y después de
11 pasajes seriados las cé€lulas transplantadas generaron tumoraciones alveolares prencopldsicas con
gran capacidad de tumorigénesis®,

7.2 METQDOS
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 método indirecto de ELISA™, en
donde el adenovirus-5 AFT2ZMS9 fue utilizado como antigeno. Para este propdsito se utilizé una
solucién de 8.87X10' vPmt , 1as 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 [avé con una solucidn de
amortiguador de fosfatos y detergente tween 20 (Phosphate Buttered Saline Plus Tween 20 (20X). Cat.
RP 0014. ScyTek Laboratories. lLogan Utah, U.S.A). Las celdillas fueron llenadas con superblock
bloking bufler en PBS (Picrce. Rockford, Dhinois. U.S.A. Cat. No. 37515) para bloquear los epitopes
inespecificos de lus proteinas que pudieran unirse con los anticuerpos y obstaculizar el ensavo.
Enscguida, se afiadieron las muestras de suero en las celdas correspondientes; cualquier anticucrpo
especitico contra adenovirus se uniria a la tase sélida, El complejo de antigeno-anticuerpo fue
cuantificado por medio de una técnica de “sandwich” 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
sdlida. Finalmente, se afiade ¢l substrato para la enzima (3,3°,5,5°-tetrumethyl Benzidine Substrate
Solution. Pierce Cat. No. 3402.) que produce una reaccion colorimétrica, la cual es cuantificada como un
incremento en la absorbancia a través de un espectrofotdmetro (ELX800 Umversal Microplate Reader
Bio-Tek 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 fijacion 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
uniéon del primer y segundo anticuerpo, y el cuarto es la produccion de una reaccion colorimétrica
después de la reaccion enzima-substrato.

7.2.2 ENSAYO DE NEUTRALIZACION DE ADENOVIRUS

Esta técnica, se realiza en células en cultivo v 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 visualizado como un marcador subrogado de la habilidad del anticuerpo para prevenir la infeccion in

vivo®,
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Para tal efecto, Se 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 calur. Después de incubar durante 1 h a 37 °C, se adicionaron 100 gL de una suspensidn
de células Vero -en medio 199 con suero fetal de ternera al 10 % - a una concentracién de 2X10°
células/ml, Enseguida las placas fueron incubadas a 37°C bajo una atmdsfera de €0, al 5% durante 3-5
dias.

Los resultados fueron obtenidos cuando el titulo de infectividad del viras fue de 30 a 300 TCIDS0 Ui. El
titulo de neutralizacidn fue considerado como 2 50% del efecto citopatico (CPL) comparado con ¢l
control.

7.23 ENSAYQ DE 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 transduccion entre diferentes tipos de tejido. Con el objeto de cuanuficar la
cficicncia en la transduccidn dc los difercntes vectores virales, se ha maodificado su genoma,
insertindoles genes exdgenos que expresan marcadores bioldgicos con actividad enzimatica o de
luminiscencia. Un ejemplo de este tipo de vectores que codifican para genes reporteras, es el Adv-
Luciferasa, en donde la actividad de la proteina reportera es facilmente detectada por medio de un
ensayo enzimdtico®. Aunque los ensayos enzimdticos para detectar proteinas reporteras son de suma
utihidad en la cuantificacién de las proteinas reportetas, ninguno de ellos permite visualizar la presencia
-in sitw- del gen reportero y por ende de la particula viral que lo transporta. Por esta razén decidimos
utilizar Adv-GFP para dcmostrar la eficacia de la transferencia y expresién 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, 14 dias después de la inoculacion de Adv-GFP, luego se les
practico la necropsia y extraccion del higado, buzo, ovaro y tumor, Posteriormente, cuda drgano fue
observado bajo el microscopio de fluarescencia con la finalidad de obtener un estudio cualitativo de la
expresion de GFP mediada por adenovirus, como se muestra en la figura 13.
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Figura 13. Microfotografia de células tumorales transducidas con AdV-GFP. Nétese la emisiéon 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 finalidad 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 (MgCO3)4 Mg (OH),.5H0, 2.67 Mm MgSO4, 0.1 Mm EDTA, 33.3
Mm DTT, 270uM coenzyme A, 470uM 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
—
=
=
Agregar 100 ul del subtrato
C ) (luciferina)
; Emision de
Centrifugado 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 espontdncamente 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 ortotGpicos en ratones Balb/c y poder investigar los efectos de la
respuesta inmune humoral sobre la transferencia y expresidon genéticas de tumores inyectados con
vectores adenovirales, Para este propdsito, los ammales fueron anestesiados con pentobarbital
{(NembutalR, Abbatt Laboratories. Chicago, I1.) & una dosis de 50 mg/kg. Posteriormente, cada animal
fue inoculado con células TM40-D a una concentracién de 6X10%, la inyeccidn se efectud por via
subcutinea en el flanco posterior derecho con un volumen de 5Q ul.

Después de un periodo de tumongénesis de 3-4 semanas -en el cual los tumaores alcanzaron un didmetro
de 50 a 60 mm’,- los animales fueron inmunizados con dos diferentes vectores virales ( ADV-GFP o
AFT2MS9 ) a una dosificacion 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 vemier; el
volumen tumoral fue calculado utilizando la formula (a X b? )/2 , en donde a es el ¢je mayor y b es el eje
menar del tumor®,

7.2.6 RECOLECCION DE TEJIDOS.

Para la obtencidn de las muestras de higado, bazo, ovario, pulmon y turnores, se sacrificaron los ratones
por medio de dislocacion cervical, Inmcdiatamente se realizd una laparotomia a cielo abierto y se
procedio a disecar y remover a cada uno de los drganos en estudio. Todas las muestras fueron colocadas
en cecipientes con mitrégeno liquido y almacenadas a -80%.

7.2.7 RECOLECCION DE MUESTRAS DE SUERO

La cxtraccion de sangre se realizd bajo anestesia general siguiendo el método modificado de puncidn del
seno retro-orbital, para ello se utilizo una micro-pipeta de 200 gl con puntillas embebidas de heparina y
cortadas en forma diagonal para facilitar [a puncién. De cada animal se extrajeron 200 pi de sangre total,
los cuales fueron centrifugados 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 hepaticas son proteinas que se encuentran en el higada en concentraciones altas, tambien es
posible encontrarlas en el musculo, en las células cardiacas y en menor cantidad en la sangre. Estas
enzimas son liberadas hacia el torrente circulatorio cuando las ¢élulas hepéticas sufren dano. Por medio
de ensayos de laboratorio es posible medir la cantidad de enzimas que son liberadas por las células
hepdticas y estimar la extensién del dafia al higado.

Para la determinacién de la actividad de enzimas hepdticas se cuantificaron los titulos de las enzimas

Alanina Aminotransferasa {ALT), Aspartato Aminotransterasa (AST) y Fosfatasa Alcalina (ALP). Los
valores respectivas san reportados en Unidades Internacionales por Litro.
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7.2.9 ESTUDIQ ANATOMOPATOLOGICO

Durante la necropsia de los animales se procedid a recolectar los diferentes tejidos bajo estudio. Cada
drgano fue sumergido en formol, después de su fijacién los bloques fueron deshidratados en
concentraciones 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 examinaron con el
microscopio de luz.

El higado, pulmén y bazo de cada animal fueron examinados para la bisqueda de hepatitis, ncumonia
intersticial e hiperplasia esplénica. Las cambias histalogicos fueran catalogados con una escala del 0 al
4, en donde el 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 luciferasa, 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 anélisis de varianza unidireccional {oneway ANOVA). Es una prueba estadistica para analizar si mis
de dos grupes difieren significativamente entre si, en cuanto a sus medias y varianzas, El andlisis de
varianza unidireccional produce un valor canocido como “F” o razén “F”, que se basa en una
distribucién muestral, conocida como la dissribucion “F”. Larazdn “"'F’ compara las variaciones en las
puntuaciones debidas a dos diferentes fuenies: Vanaciones enire los grupos que se comparan y
variaciones dentro de los grupos.

El andlisis dc varianza fuc utilizado para probar la hipdtesis de que varias medias son, o no iguales y es
una ¢xtensidn de la prugba “t”, ya que la prueba “t” es utilizada para dos grupos mientras que ¢l analisis
de varianza unidireccional sc usa para tres, cuatro 0 m4s grupos.

Una vez que determinamos las diferencias que existen entre las medias fue canveniente conocer cual de
las medias fue la que difirid. Como el andlisis de varianza unidireccional solamente nos sefiala si la
diferencia entte las medias y las distribuciones de los grupos es 0 no significativa, pero no nos indica a
favor de que grupo lo cs. Adicionalmente decidimos comparar cada par de medias y determinar
exactamente en donde pueden estar las diferencias significativas. Para tal propdsito se utilizd un
coniraste a posteriori, comparando las medias y las distribuciones dentro de los grupos.

Para el comrecto cumplimiento de cada uno de estos puntos, utilizamos un paquete estadistico para
computadora (SPSS Versidn 11.0), el cual contiene pruebas estadisticas para contrastes a posteriori en el
andlisis de varianza unidireccional, Nosotros utilizamos lu prueba de diferencia significativa minima
(LSD) vy la prueba “post hac” de comparaciones miltiples. El valor a (alfa) que se eligid para nuestro
estudio fue a un nivel de significancia del .05 expresado en términos 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 provoct la aparicién de tumores mediante la inyeccién de 1X10°
células TM40-D. Los cultivos celulares fueron mantenidos A 37°C en una atmésfera 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 regi6n 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 intraiumoral, mientras que el grupo control no recibié adenovirus y solo se le inyecto por -vig
subcutdnea- Tris-GVL buffer. Adicionalmente, se inyectaron S 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 realizé
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 propoésito
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 metodolégicos de la
primera etapa de investigacion son esquematizados en la Figura 16.

PASO 4 (DIAS 16:21-28)

1. SACRIFICIO DE S RATONES POR GRUPO
2. EXTRACCION DE ORGANOS PARA ENSAYOS
- DE LUCIFERASA E INMUNOFLUORESCENCIA
3. TOMA DE MUESTRAS DE SUERO PARA ELISA |

’
. j
4 l -,

Muestras de Tejido
PASC 3 (DIATH) l
Secxificio & Extractos Celulares
n=45 animales ENSAYO DE LUCIFERASA
15 ratones / grupo

Musstrns de Soero I

S0ul Spern/anirmal  ELISA Y ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES

Figura 16. Estrategia genmeral de la fase I. Representacion esquematica del disefio experimental
dirigido a evaluar el efecto de la inmunidad humoral sobre la expresién de los genes reporteros.
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7.2.12 DISENO EXPERIMENTAL DE LA SEGUNDA ETAPA

El disefio experimental 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 generacidon de tumorcs mamarios dc tipo heterotdpico. Dos semanas después de la
administracién inicial del vector, los animales son reinoculados con un segundo tipo de adenovirus por
medio de una inyeccidn intratumoral. El propdsito general de esta estrategia es determinar los efectos de
la pre-inmunizacidn sobre la transduccidn intratumoral y la diseminacidn sistémica de AdV-Luc. y
dilucidar, si la utilizacién de dosis crecientes de vectores adenovirules en ratones con inmunidad pre-
existente puede superar los efectos de la inmunidad local pero no los de la neutralizacién sistémica,
restituyéndose asi 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 mds alld4 del sitio de inveccidn, circunscribiendo la cxpresién del
transgen al micro-ambiente tumoral. Desde esta perspectiva, la bamrera de anticuerpos evilard la
infeccion de las células hepdticas, asi como, la presentacion de inflamacidn y la consiguiente destruccion
de los hepatocitos por los linfocitos T citotdxicos. Por otro lado, dentro del parénquima tumoral la pobre
vascularizacién del umor en conjunto con una poblacidn excesiva de particulas virales, rebasardn el
umbral de 1a respuesta inmune montada en contra de adenovirus.

Dos diferentes tipes de adenovirus tipe 5 fueron wtilizados durante esta ctapa. Durante la etapa de
preinmunizacién se utilizé el Adv-5 FT2ZMS59 (AdV-FI2M59) construido bajo ¢l control transcripcional
del promotor del Virus del Sarcama de Rous (RSV) y carente de genes reporteros (gutless), este vector
fue utihizade para inducir la produccidn de anticuerpos en ¢l grupo de animales pre-inmunizados. Un
segundo vector (AdV-Luc) que expresa el gen de la luciferasa bajo el control del promotor CMV fue
utilizado durante la re-inmunizacidn y/o administracion de dosis crecicntes de adenovirus.

Ambos vectores han sido descritos con anterioridad, fueron construidos con los métodes estdndar, %78
Su titulacidn fue determinada mediante cspectrofotometria de absorcidn y la utilizacion de las técmicas
de diluciones seriadas y de efecto citopatico en la linea celular 2937, La titulacién de ambos vectores
se ubico en el rango de 9X10' particulas virales (v.p/ml) con un radio de v.p/ Unidades Infecciosas
menor de 20,

La preinmunizacion fue realizada a través de la inyeccidn de un vector adenoviral con carencia de
secuencias codificantes para genes reportercs “Gutless’. La decisién de utilizar este vectar se basa en la
necesidad de evitar la aparicion de fendmenos de inmunogenicidad en contra de |as proteinas expresadas

por los transgenes y garantizar que la generacion de anticuerpos esté dirigida exclusivamente en contra
de los antigenas virales,

La preinmunizacidn se efectud a través de la inycccidn intratumoral del vector AdV-FT2MS359 a una-
dosis de 1X10'" v.p/ml por animal. La reinmunizacidn fue realizada por medio de lu inyeccion IT de
AdV-Luc a dosis progresivamente crecientes en un rango de 2X10° a 2X10'' v.p/ en un volumen de 20
#1l/ tumor., Los aspectos metodolégicos relacionados con €l modelo tumoral, animales, ensayos in vitro,
lineas celulares, recoleccion de tejidos, toma de muesuwas de suero, andlisis enzimdticos, estudios
histolégicos v andlisis estadistico han sido descritos previamente dentro del capitulo 7 de Material y
M¢étodas.
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