El disefio experimental de la segunda etapa de investigacién es semejante al de la primera y sus aspectos
generales estan detallados en la figura 17. Para este experimento se utiliz6 una poblacién de 35 ratones
Balb/c los cuales fueron divididos en 7 diferentes grupos de 5 ratones cada uno. Durante el dia 0 del
experimento, cinco grupos de animales recibieron pre-inmunizaciéon con AdV-FT2M59, mientras que
dos grupos fueron inyectados con solucién de amortiguador de fosfatos (PBS) para constituir los 2
grupos control. En el dia 14, todos los animales pre-inmunizados fueron inyectados por via intratumoral
con dosis crecientes de AdV-Luc como se explica a continuacién: grupo 1: 2X10°, grupo 2: 6X10°,
grupo 3: 2X10'°, grupo 4: 6X10', grupo 5: 2X10"", v.p./20ul/tumor. Del mismo modo, durante el dia
14, a los 2 grupos de animales controles se les inyecté con AdV-Luc a una dosis de 2X10°, y 6X10"
v.p./20ul/tumor.

Dos dias después de la re-inmunizacion (dia 16) todos los animales fueron sacrificados y se procedi6 a
recolectar muestras de cada uno de los tejidos en estudio ( higado, bazo, tumor, ovario y pulmoén) para
realizar los respectivos ensayos de luciferasa y estudios histolégicos. Simultdneamente, se tomaron
muestras de suero para realizar el ensayo de ELISA y los estudios enzimaticos. Finalmente, los
resultados fueron analizados mediante un andlisis de varianza unidireccional (ANOVA oneway).
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7.213 DISENO EXPERIMENTAL DE LA TERCERA ETAPA: Dirigida al Desamollo de
Esquemas para Disminuir la [nmunogenicidad de los Vectores Adenovirales.

Recientemente, se ha desarrollado un novedoso método para conjugar polimeros de polietilen-glicol
(PEG) con las proteinas de la capside de los adenovirus. Esta técnica se denomina PEGilacidn y ha sido
gmpleada con anterioridad en [a industria farmacéutica para resguardar las proteinas y enzimas de la
degradacion metabdlica y protegerlas de los etectos de la inmunidad'®. En este trabajo utilizamos
vectares adenavirales conjugados con tresilato de monometoxi-polietilen-glicol (TMPG), con el
propdsito de caracterizar la respuesta humoral en contra de adcnovirus; asi como establecer si la
PEGilacidn del vectur se traduce en una tnejor y persistente expresion del transgen.

Para la produccién de los conjugados virales se utilizaron adenovirus tipo 5, de primera generacion que
expresan (as secuencias para proteina verde fluorescente y fuciferasa bajo el control del promotor CMV.,
Asimismo, se utilizé un adengvirus carente de secuencias reporteras “gutless” (Adv-5 FT2ZM59). Todos
los vectores fucron amplificados en células 293 wtilizande ¢! métoda ya conacido, 2* luego las particulas
virales fueron purificadas a partir de los lisados celulares por medio de centrifugacidn diferencial en
gradicntes de cloruro de cesio, Alicuotas de cada vector fueran desaladas en una solucién 10 mM de
amortiguador fosfato-patasio (pH 7.4). Las concentraciones virales fueron determinadas por
espectrofotometrfa UV a 260 nm, y corresponden a 9.02X10'? | 1.86X10", 8.87X10'%, V. P/ml para
AdV-Luc, AdV-GFP y AdV-FIZMS59 respectivamente.

Durante el procedimiento de PEGilacidn se utilizd un gramo de tresil-MPEG (TMPEG) obtenido de
sigma chemical co. (st. louis, mo.), el cual fue diluido en 3 mi de “GVL tris Buffer” (pH 8). La reaccidn
de conjugacién se realizé durante un perfodo de 30 minutos a 25°C de temperatura, utilizando una
concentracién de partfculas virales equivalente a 1X10"" v.p resuspendidas (volumen a volumen ) en
TMPG y utilizando un aparato de rotacidn lenta. La reaccidon fue detenida por medio de la adicidn de
10X L-lisina y posterior disminucién de la temperatura a 4°C,

Durante esty etapa del estudio se uatilizd otro grupo de animales (n = 60} preinmunizados, pero zhora
utilizando un vector adenoviral recubierto con polimeros de polietilen glicol. Para este propdsito, se
repitio el experimento inicial, pero se incluyeron dos importantes variables:

Primera: durante la etapa de preinmunizacién (dia 0) se usé un vector adenoviral diferente al Ad-GFP.
Este vector se denormuna “gutless” AAFTM2, yu que carece de un gen repoctero y por afiadidura na
expresa proleinas exdgenas, cvitdndose asf la produccion de anticucrpos cn contra de las proteinas
reporteras, y garantizando que la respuesta humoral estuviese exclusivamente dingida en contra de (as
proteinas virales. Segunda: durante la preinmunizacidn se incluyeron dos grupos adicionales de ratones:
Uno que recibid una inyeccion intratumoral con el adenovirus AdFTM2 encapsulado con un polimero de
PEG biolégicamente activado (Tresylmonomethoxypolyethylene glycol -TMPG), y otro que fue
inoculado con el adenovirus cncapsulado con un polimero no activado dc polictilen glicol
{(Monomethoxypolyethylene glycol -MPG).

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




8. RESULTADOS

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

Para mvestigar los efectos de la immuntdad humoral contra adenovirus en un modelo murnino, se
inocularon 435 animales con células de cancer de mama. Después de un periodo de 3 semanas de
tumoarigénesis, se inmunizé (dia 0) a los ratones en estudio mediante la inyeccidn de un vector
adenuviral. Estableciéndose 3 grupos de estudio: A)- 15 ratonas fueron inyectadas por via intratumoral.
B)- 13 animales fueron inoculados por via subcutinea y, C)- El grupo control quedd constituido por 15
animales inyectados por via subcutanea con buffer de fosfatos (PBS). Adicionalmente, se inyectaron 5
ratones inmunodeficientes RAG-2, los cuales fueron utilizados como segundos controles, ya que aunque
recibieron la inyeccion de adenovirus, no tienen capacidad de generar anticuerpos.

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

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

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

Con respecto a los animales controles inoculadas con solucidn saling, la produccion de anticuerpos fue
nula durante los dias 14 y 16, siendo sinmular a [a exhibida por (os ratones antes del tratamiento y a la de
los ratones inmunodeficientes..

Los aspectos cinéticus de la produccion de anticuerpos revelan que el incremento en los titulos es una
funcion dependiente del tiempao. Se observd una sobreproduccidn de anticuerpos después de 7 dias de la
prmera inmunizacién y los titulos permanecieron elevados durante l4 semana siguiente. Después de la
reinmunizacién con el segundo vector (dia 14), se obscrvé un mayar incremento en la produccion de
anticuerpos hacia el dia 21, Finalmente, 1a actividad humoral comenzé a disminuir hacia ¢l dia 28, o sea
a las 4 y 2 semanas después de la inmunizacién y reinmunizacion, respectivamente. Ver |2 Tabla 1y
Figura 19.
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Tabla. 1 TITULACION DE ANTICUERPOS EN CONTRA DE rAdv-5 POR ELISA

Ttulo (log2/50ul)

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

Figura 19. Grifico de los titulos de anticuerpos contra rAdv-5 por ELISA. Nétese, que en los
animales controles la produccién de anticuerpos se eleva una semana después de la inyeccion inicial
del vector. En los grupos de animales pre-inmunizados se aprecia una elevacion en los titulos de
anticuerpos muy similar entre las dos vias de inmunizacion.
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Los resultados del ensayo de neutralizacion son similares a los del ensayo de ELISA, ya que también se
observo un primer pico de elevacion de anticuerpos, una semana después de la primoinfeccion del grupo
de animales controles. En los animales preinmunizados, se observé un segundo incremento en la
neutralizacion después de 7 dias de haberse inyectado el segundo vector. Ver la Tabla 2 y Figura 20.

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

Titulo
(loga/50ul)
Grupo A B C D E Media | Std. Dev SQRT

Pre-Tratamiento 0 0 0 0 0.00 0.00 0
Control D-14 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0
Subcut. D-14 4 Bl 5 2 3 3.60 1.14 0.509902
Intratum.D-14 < 3 4 5 3 4.00 0.71 0.316228
Control D-16 1 1 1 1 1.00 0.00 0
Subcut. D-16 7 i 6 7 6.75 0.50 0.223607
| IntratumD-16 | 5 .. 6 B 5.75 0.50 0.223607
Control D-21 5 4 5 6 6 5.20 0.84 0.374166
Subcut. D-21 9 8 8 9 10 8.80 0.84 0.374166
Intratum.D-21 7 8 8 6 9 7.60 1.14 0.509902
Control D-28 4 5 6 5 5 5.00 0.71 0.316228
Subcut. D-28 8 8 8 8 8.00 0.00 0
Intratum.D-28 8 8 8.00 0.00 0

TITULO (log2/50ul)

DIA: 14 16 21 14 21 28

GROUPQ: CON INTRA-TUMORA SUBCUTANEO

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

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

Il 1Gapo TUuMOR

B BAZO  OVARIO

DIA 16

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



Doas dias después de la inyecci6n intratumoral del vector AdV-Luc a una dosis de 1X 10" v.p- tumor, €l
promedio de actividad de luciferasa dentro del tumor de los animales controles fue 23 veces mds alto (23
X) comparado con los ratones pre-inmunizados (3.07E+08 RLU/gm y 1.3E+07, respectivamente, p=
0.004). De la misma manerd, la expresion de luciferasa en el total de tejidos examinados fue
significativamente mds elevada en el grupo control en comparacidn con los animales con inmunidad pre-
existente; 808 X para el higado, 2,392 X para el bazo y 714 X para los ovarios,

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

Una semana después de que el grupo de animales controles recibid la primera inyeccidn can adenovirus
(dia 21}, se presentd una notoria disminucidn en los niveles de expresidn de la proteina reportera dentro
del tejido wmotal (7.00E+6). No obstante que la disminucién de luciferasa fue més importante dentro
del tumor, también se presentd en el resto de los drganos, obteniéndose valores de 1.8E+8, 1.00E+7 y
3.00E+6, para higado, bazo y ovarig, respectivamente. Resultados similares fueron observados durante
el dia 28 o sea, dos semanas después de la inmunizacidn de los animales controles. El andlisis
estadistico de estos resultados demuestra que al comparar los valores de luciferusa existentes en el grupo
control durante el dia 16, contra los valores observados durante ¢l dia 21 y el dia 28, sc aprecia una
diferencia sigmficativa a mvel del 014 y .0[7, respectivamente. Finalmente, al comparar lgs valores
de luciferasa encontrados en el resto de los drganos -bazo, tumor y ovario- no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (p>689;). Resultados similares fueron observados a las 2 semanas
después de la [T del vector. Ver la Figura 21

La expresion de luciferasa dentro del tumor y tejidos narmales fue evaluada en funcidon del tiempo
transcurrido después de la administracién del vector AdV-Luc, tanto en animales inmunocompetentes
pero no inmunizados (control saling), como en ratones pre-inmunizados (grupos experimentafes).

La expresidn intratumoral de la proteina reportera (Luc) fue significativamente mayor en ¢l grupo de
ratones control que en los experimentales, en todos los tiempos del estudio. Especificamente, la
preinmunizacion provocd una notoria disminucién en la expresion intratumoral de AdV-Luc a los 2 dias
después de iniciada la reinmunizacion (59 X ). En todos los grupus de estudio la expresion de luciferasa
fue significativamente mayor durante el dia 2 despuds de la administracién de AdV-Luc.
Contrariamente, durante los dias 7 y 14 se observ{ una significativa disminucidn de 54 veces y 53 veces
para €l grupo control y de 52 X y 337 X para el grupo de animales preinmunizados, respectivamente.
Ver la Figura 23,

En los ratoncs controles la expresion de AdV-Luc dentra del higado presenté minimos cambios en el
transcurso del tiempo (Fig, 21). Inversamente, en los grupos de animales preinmunizados se observd una
significativa disminucidn en la actividad de la enzima al compararla con los animales controles 808 X
durante el dia 2 y por arriba de 10,000 X durante los dias 7 y 4. Estos resultados se wradujeron en un
significativo incremento del cociente tumor/higado de los titulos de la actividad de luciferasa, en los
animales preinmunizados en comparacion con los animales controles en todos los tiempos.
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Figura 22. Actividad de luciferasa en ratones controles y preinmunizados expresada en
RLU/g de tejido. Nétese su importante disminucién dentro del tumor y en todos los 6rganos de
los animales preinmunizados. Particularmente, la preinmunizacién limita la expresién de
luciferasa en los tejidos Normales de 714-2392 veces (P=0.001), mientras que a nivel tumoral
disminuyeron solo 23 veces (p=0.004).

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

| HIGADO B BAZO = TUMOR O OVARIO

Ficura A

GRUPO SUBCUTANEQO

A

BHGADO EBAZO ®ETUMOR DOOVARO
Figura B BHIGADO ®mBAZO ®TUMOR 0OVARIO LRSI

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

La aplicacién del mismo procedimiento estadistico (oneway ANOVA) en los grupos IT y SQ no
demostré diferencias significativas (p>.230), Yo cual demuestra que en los animales con inmunidad pre-
existente existe una homogcénea y significativa disminucién en la actividad total de luciferasa, y que
dicha disminucidn es similar entre los 2 grupos de animales inmunizados. Ver la Figura 24

Cuando se agruparon los promedios de actividad de luciferasa en cada tejido, reportados durante los 3
tiempos de estudio y se compararon dichos promedios entre ¢ada uno de {os grupos, se obscrvd quc
durante el dia 16 del expenmenio solamente en el grupo de animales controles se observa una
incremento en la expresion de luciferasa (M =2.E+08), mientras que en los grupos de ratones

preinmunizados por via IT y SQ se aprecia un significativo decremento en la actividad de la enzima
(M=3.E+00 y M=7.E+06).

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

Durante la parte final del andlisis estadistico se agruparon los valores de luciferasa de cada animal en 12
grupos diferentes en donde cada grupo contiene los valores de luciferasa para cada tejido durante los 3
tiempos de estudio. Los promedios de actividad de luciferasa correspondientes a cada uno de los drganos
en cada uno de los dias de tratamiento fueron entonces comparados entre los diferentes grupos de
estudio. De esta forma, la variable dependiente quedd constituida por cada uno de los tejidos en cada
uno de los diferentes tiempos de estudio (Higado dia 16, Higada dia 21, Higado dia 28 .. .etc), mientras
gue la variable independiente quedd integrada por los 3 grupos de estudio ( Contral, IT y 8Q),

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

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

El estudio de la actividad de luciferasa dentro del tumor en el dia 16 demuestra un comportamicnto
seme)jante al observado en el caso del higado, ya que se observg una mayor actividad de la enzima en el
grupo contro! (M=3.07E+08) en comparacidn con los grupos IT y 8Q (M=1.2E+07 y 2.8E+(7). Estas
diferencias fueron significativas para una p=0.004. Por atro lado, la comparacion entre los grupas de
ratones preinmunizados no mostré diferencias significativas (p=0.848).

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



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




GRUPO: INTRATUNMORAIL GRUPO: SUBCUTANEO

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




8.2 Investigacion de los Efectos de la Inyeccién Intratumoral de Dosis Crecientes de Adenovirus en
Ratones Normales y Preinmunizados.

La expresion de luciferasa fue evaluada como una funcién de la dosis de AdV-Luc administrada. La
cuantificacién de la actividad enzimdtica se efectué a los dos dias después de la administracion del
vector. En los animales controles se observé que al incrementar el rango de dosis de 2X 10° a 6X10"
v.p/tumor se produce un significativo incremento de 4000 X en los niveles de expresion de Adv-Luc en
el higado. Paraddjicamente, la actividad de luciferasa dentro del tumor presenté un pequeiio incremento
que no reporté diferencias significativas. Ver la Figura 26

2.E+09 6.E+10

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

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

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

EXPRESION DE LUCIFERASA EN EL HIGADO

PBS PBS PRE-INMUNIZADOS

Figura 28. Expresion de luciferasa en animales preinmunizados e inoculados con dosis crecientes
de AdV/Luc. El uso de dosis crecientes de Adv-Luc en ratones normales no inmunizados se traduce en
una mayor expresion del transgen a nivel hepatico cuando se incrementa la dosis. Mientras que en los
animales pre-inmunizados, ¢l uso de dosis crecientes de adenovirus se traduce en una mayor actividad
de luciferasa a nivel local (IT), que la observada a nivel hepatico.
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Con la finalidad de comparar mas ampliamente los niveles de expresién de luciferasa entre los dos
tejidos de mayor interés en nuestro estudio, se analizaron las tasas tumor/higado en cada uno de los
grupos de estudio: en animales controles la tasa tumor/higado de expresion de AdV-Luc fue
inversamente proporcional a la dosis inyectada del vector (69.72 para 6.00E+10 v.p contra 1631.73 para
200E+9 v.p. p=0.002) debido a que el incremento de la dosis de Adv-Luc se traduce en una
desproporcionada expresion de la enzima en ¢l higado. Ver la Figura 29,

GRUPO CONTROL

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

GRUPO PREINMUNIZADO

10000

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

B AdV-Lc 2.00E+H 0
0 AdV-Tac 6.00E+10

B AdV-Luc 2.00E+H 1

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

TITULO DE ANTICUERPOS CONTRA ADENOVIRUS EN
RATONES PREINMUNIZADOS Y EN CONTROLES

GRUPO
CONTROI

CONTRO Ls { ) 'E+9 ) L y | L. CONTROI

NEGATIVO POSITIVO

Figura 31. Titulos de anticuerpos analizados como una funcién de la dosis de AdV/Luc, tanto en
animales pre-inmunizados como en controles. Dos dias después de la reinmunizacion de AdV/Luc se
observé un incremento significativo en los titulos de anticuerpos en los animales preinmunizados en
comparacion con los controles. Sin embargo, no se aprecié relacién dosis-efecto en ninguno de los grupos.
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Los estudios anatomopatolégicos practicados en los grupos de ratones normales y pre-inmunizados, que
recibieron AdV-Luc a una dosis de 2X10"', v.p./20pl/tumor, revelaron una frecuencia significativamente
mayor de hepato-toxicidad en el grupo de animales preinmunizados. Especificamente, todos los ratones
preinmunizados desarrollaron hepatitis grado 2-3 (M=2.75), mientras que en el grupo control, solamente
un animal presenté hepatitis grado 2 para una media de 0.67 (p=0.000).

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

Con estos datos, podemos especular que una falla hepética aguda puede explicar el elevado porcentaje
de mortalidad en los ratones preinmunizados, ya que todos los animales sobrevivientes presentaron
evidencia histolGgica de hepatitis modera o severa. Finalmente, el estudio microscépico de los otros
érganos no demostré evidencia de cito-toxicidad en ninguno de los grupos. Ver la Figura 32.

GRUPO CONTROL !

PREINMUNIZADOS W

BAZO PULMON HIGADO |
[ covimas hepdtics e anlosies coulsoles ¥ 66 ralones piednsusisndss. i}

Figura 32. Citotoxicidad de Adv-Luc sobre tejidos normales en animales controles y
preinmunizados. La evaluacién histoldgica en tejidos normales recolectados 3 dias después de la
administracion de AdV-Luciferasa, mostr6 un indice elevado de hepatitis en el grupo de ratones
preinmunizados, mientras que en el resto de los drganos no se observaron diferencias significativas.
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La actividad de las transaminasas en el suero es una medida relativamente inespecifica de dafio celular,
por lo tanto, los trastornos hepdticos que se acompafan de inflamacién, necrosis celular o de
alteraciones de la permeabilidad celular pueden dar lugar a una elevacién de la concentracion de
transaminasas en el suero. Las elevaciones mayores se observan en la hepatitis aguda, en la que el
aumento de transaminasas presenta un curso temporal semejante al de la bilirrubina.

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

Control (n=9)

Pre-Inmune ( n=4 )

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



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

Durante la ultima etapa de investigacion se establecieron 5 diferentes grupos de ratones sujetos a
preinmunizacién (figura 18), uno de los cuales recibi6 solo PBS (controles), 2 grupos fueron inyectados
IT con AdV- FT2M59 (1X10'" V.P) y los 2 restantes recibieron AdV- FT2M59+TMPEG y AdV-
FT2M59+MPEG respectivamente. Todos los animales preinmunizados mostraron una mayor titulacién
de anticuerpos en comparacion con los controles salinos y los sueros tomados antes de la inmunizacion.
Aunque cada grupo de tratamiento presenté diferentes niveles de anticuerpos especificos en contra de
adenovirus, todos los niveles fueron lo suficientemente elevados para neutralizar al vector y limitar su
transferencia.

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

PG NPG

Figura 34. Titulacion de anticuerpos en contra de adenovirus encapsulados con polimeros de
polictilenglicol.
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La expresién de luciferasa dentro del grupo control se observd considerablemente mds elevada que en
los grupos de ratones preinmunizados, lo cual esta en concordancia con nuestros resultados previos. Un
hallazgo particularmente interesante fue el apreciar que la expresion de luciferasa en todos los anumales
que fueron reinmunizados con el conjugado AdV-Luc+TMPG o AdV-GFP+TMPG se encontrd en
valores limitrofes con los del control negativo. Este hecha nos indica que la eficacia en la transduccién
fue totalmente abolida, tal vez por la supresidn de la capacidad infectiva de los vinones a causa de un
exceso de TMPG que no participé en la formacidn de conjugados, o bien 4 un exceso de lisina 0 bio-
productos secundarios a la PEGilacidn; los cuales no fueron climinados después de la reaccidn de
conjugacidn. Por esta razon, al término de la conjugacion se recomienda utilizar gradientes de cloruro de
cesio 0 los nuevos métodos para eliminacién de bio-productos tales como las calumnas de Sephadex G-
50 equilibrall?as con PBS (10 mM pH74) y combinadas con su correspondiente amortiguador de
intercambio’ .

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

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

Al respecto, se observé una significativa reduccidn en el nivel y duracién de la expresién de luciferasa
en todos los drganos. Esta disminucidn fue mas importante en el higado, ya que al analizar los niveles de
expresién de luciferasa dentro del tumor fue posible observar un importante incremento en la expresién
de AdV-Luc (6.0E+00) dentro de este grupo de ratones que fueron pre-inmunizadus con AdV-
FT2M59+TMPEG, al comparur dicha promedio con el observada en el resto de los animales
preinmunizados se observa una diferencia significativa a nivel de (0.004).

Estas observaciones concuerdan con la baja titulacién de anticuerpos encontrady en los ratones de este
grupo, lo cual soporta la hipétesis de que la PEGilacidn de adenovirus disminuye [a inmunogenicidad de
los mismos e incrementa el mivel de expresion del transgen a nivel tumoral en luy ammales
preinmunizados. Por otro lado, la significativa reduccion de luciferasa dentro del higado soporta
nuestras observaciones previas que indican que la inmunidad celular es el factor de mayor importancia
en la eliminacién de viriones y sus correspondiente transgen dentro del parénquima hepatico. Mientras
que la inmunidad humoral participa principalmente en la neutralizacion de adenavirus a nivel local (IT).

Ver 1a Figura 35.
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figura 35, Actividad de luciferasa en el dia 16 en ratones preinmunizados con AdFTM2 y adenovirus
acapsulados con polimeros de polietilenglicol. Notese que los adenovirus recubiertos con TMPEG se tornan
menos inmunogénicos, lo cual se traduce en un mayor nivel de expresién intratumoral de la enzima luciferasa
aire los ratones que fueron preinmunizados con el vector AdV- FT2M59 encapsulado con TMPEG.




9. DISCUSION

Los vectores adenovirales recombinantes de primera generacién que se han hecho deficientes en su
rephicacién por medio de la delecidn de las regiones de expresidn temprana Ela y EIb, han demostrado
ser excelentes vehiculos en protocolos de terapia génica de células somaticas. El tropismo natural que
los adenovirus presentan hacia el higado y pulmdn, asi como las facilidades técnicas para inyectar
algunos tipos de tumores sdlidos, los coloca como atractivos candidatos para el tratamiento de
pneumopatias, enfermedades hepéticas y en el tratamiento del cancer.

Sin embargo, ¢l entusiasmo inicialmente desencadenado con el uso de vectores adenovirales, se ha visto
disminuidg a causa de la inestabilidad del transgen atcibuida a los mecanismos de respuesta inmune
generados en contra de las células que expresan 1os productos transgénicos de origen viral. Ademds la
eficiencia en la expresidn se nota severamente disminuida después de la readministracidn de! vector, a
causa de la actividad neutralizante de los anticuerpos producidos en contra de las proteinas virales.

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

La actividad de luciferasa en los ratones normales es extremadamente clevada ya que los ammales
carecen de anticuerpos que puedan obstaculizar la transferencia génica de los genes reporteros y/o
impedir la discminacién sistémica del vector. Cuando estos animales son inmunizados se aprecia una
scbreproduccion  de  anlicuerpus und  semana  después de la inyecadn 1ucial del  vector.
Simultdncamente, aparece una significativa disminucidn en la actividad de luciferasa en cada una de los
tejidos analizados,

Esta observacion sustenta que la presentacién de anticuerpos en contra de adenovirus impide la
internalizacion de los viriones y reduce la transduccidn intratumoral del transgen, limitando asi la
inyeccion repetida del vector en ¢l tratamienta de tumures solidos, Asimismo, nos permite concluir que
el nivel de cxpresion dec los genes reporteros en los animales preinmunizados es inversamente
proporcional a la cantidad de anticuerpos circulantes en contra de adenovirus.

En los animales no inmunizados la diseminacién de los veclores adenovirales desde el sitg de la
inyeccidn es homogenea y de carécter sistémico, ya que dos dias después de la inveccidn 1T de AdV-
Luc se abserva un significativo incremento en la expresidn de luciferasa en cada uno de los tejidos
examinados, mientras que en los grupos de ratones preinmunizados por via [T y SQ se aprecia un
significativo decremento en la actividad de la enzima.

Un conocimiento adicional derivado del estudio de los animales controles se obtiene al comparar la
actividad de luciferasa, antes (dia 16) y después dc la produccion de anticuerpos (dia 21 y 28), dentro de
cada uno de los tejidos analizadoy; cuncluyénduse yue la aparicion de anticuerpus limita la expresidn de
luciferasa principalmente a nivel tumaral y en menor grado a nivel sistémico, ya que los niveles de la
proteina reportera disrminuyeron en ¢l higado de 3.00E+8 a 2.00E+8 (p=.399), en el bazo d¢ 2.50E+8 a
1.00E+7(p=.023) en ovario, de 1.00E+8 a 3.00E+6 (p=.228) y dentro del tumor de 3.00E+8 a 7.00E+6
{p=.003).
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La peculiandad de estos resultados se explica por el hecho de que durante el dia 16 los animales
controles no han tenido tiempo de desarrollar una respuesta inmune, ya que sdlo han transcurmido 2 dfas
después de su inmunizacion {dia 14), mientras que los animales experimentales (IT y SQ) recibieron la
inyeccion imicial del vector 2 semunas antes (dia 0), por lo cual a esta altura del experimento ya han
montado una vigorosa respuesta humoral, que limita la expresiin de la proteina reportera.

En los animales preinmunizados la comparacién de los resultados de expresion de luciferasa durante los
dias 21 vy 28 del experimento no demostrd diferencias significativas. Este hecho se atribuye a la
mxlerosa respuesta inmune montada en contra de adenovirus en los grupos de ratones inmunizados, por
la que la sobreproduccidn de anticuerpos a las 3 y 4 semanas después de la primo-infeccion disminuye
de manera homogénea y sistematica la expresion y/o actividad de la enzima luciferasa. Por otro lado, en
el grupo control tumbién se observa una significativa reduccion en la actividad de [uciferasa, 4 causy de
que durante el dia 21 del experimento, los ratones controles ya han tenido tiempo suficiente para
alcanzar el primer pico en su produccion de anticuerpos {una semana despu¢s de {a inyeccidn del vectot
durante el dia 14).Ver las Figuras. 7,19 y 24.

La vinculacién de nuestros resultados en un modela murino con inmunidad pre-existente en contra de
adenovirus corrobora nuestra hipdtesis de trabajo (H1). Ya que en los ratones con inmunidad pre-
existente que recibieron la inyeccidn intratumoral de un adenovirus portador del gen reportero que
codifica para la enzima Luciterasa; la eficacia en la transduccion y expresion del gen reportero tue
modificada por la presencia de anticuerpos citculantes. Asimismo, los niveles de expresidn intratumaoral
alo largo del tiempo fueron modificados por Ja presentacion de anticuerpos neutralizantes.

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

Otro aspecto de importancia se deriva de observar la actividad de luciferasa en ¢l higado dentro de cada
grupo v a lu largo del tiempo. Desde esta perspectiva podemos observac que durante el dia 16 en el
grupo contral se presentan los niveles mdés altos de actuvidad enzimdiica, en la misma fecha de estudio
los niveles de Luc en los grupos IT y SQ se observa una significativa reduccion en fa expresion de Luc
debido a que en estos animales ya se ha establecido uny poderosa respuesta inmune, mientrds que los
animales control en esta fecha no han desarrollado anticuerpos.

Durante el dia 21 vy 28 ya se aprecia una disminucidn de la enzima dentro del grupo control y continua
también en los ratones preinmunizados. Nétese que la actividad elevada de Luc en ¢l higado de los
ammales control durante los 3 tiempos de estudio (3E+08, 1.9E+08 y 2E+08). Sin embargo, la
disminucidon de la actividad durante los dias 21 y 28 no alcanza un log de diferencia (Figura 21).
Cuando se aplica el mismo tipo de estudio en la actividad de Luc a nivel tumoral dentro de cada grupo y
4 lo largo del tiempo. Es posible observar que en el grupo control existe una importantisima disminucion
de Luc a partir de la primera semana dc la primoinfeccion (dia 16 =3E+08 v/s dia 21 =7TE+06 y dia 28
=4E+06}. Esta disminucion es equivalente a 2 logs de diferencia. La explicacion de esta observacion se
relaciona con la instalacion de la respuesta inmune sinetgizada con una masiva y ripida diseminacidn de
las particulas virales desde el sitio de inyeccidn intratumoral hacia el higado y otros 6rganos. El mismo
razonamiento explica parque no existen diferencias significativas en Ia expresidn de Luc tumoral
durante los dias 21 y 28,
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Al térmuno de la primera etapa de investigacion pudimos concluir que después de la inyeccion
intraumoral de adenovirus en animales preinmunizados la respuesta immune humoral en contra de
adenovirus [imita la expresidn y transferencia de los genes recombinantes codificados en el genoma de
las partfculas virales. Esta disminucién fue mds importante en ¢l higado, comparada con la expresion
dentro del tumaor.

La importante disminucidn en la expresidn del transgen dentro del higado puede ser ocasionada por dos
diferentes eventos, cuya repercusion clinica es contradictoria: 1. La presencia de anticuerpos circulantes
en contra de adenovirus limita la diseminacidn sistémica del vector ¥ apoya la posibilidad de utilizar
dosis crecientes de adenovirus en animales pre-inmunizados, sin observar efectos téxicos colaterales y
garantizando una elevada expresion de los genes de interés a nivel tumoral.

2. Los antigenos virales o ¢l producto de los genes terapéuticos activan poblaciones de linfocitos T
citotdxicos encargados de eliminar a los hepatacitos que han sido transducidos por el vector. La
destruccién de un importante nimero de células en comjunto con un proceso inflamatorio inicial,
explican la presentacion de hepatitis, Ya limtacidn de la transferencia génica y la pérdida de expresidn de
la secuencia de interés, dentro del parénquima hepdtico.

Cuando AdV-Luc es administrado a ratones por via intratumoral, la gran mayoria de las particulas
virales se localiza inicialmente dentro del parénquima tumoral, pero en cuestion de horas se produce una
importante diseminacion sistémica del vector. Dicha diseminacidn tiene un tropismo especial hacia el
higado lo cual se fundamenta por ¢l hecha de que los mds altos niveles de expresion de Iuciferasa fucron
observados en el higado de las antmales no inmunizadoes. Ver la Figura 21.

Por otro lado, existen evidencias (Elkon KB. 1997)"” que sostienen que durante las primeras 24-48 horas
después de la infeccién, 90% del ADN viral es eliminado a través del higado por medio de las células
de Kupffer . A pesar de tan importante proceso de exclusidn viral, el 95 % de los hepatocitos son
transducidos dentro de los primeros dias de postinfeccidn, observdndose la mayor expresion del transgen
haca ¢! final de la primera semana de postinfeccidn.

[os resultadas de cste trabajo fundamentan nuestros resultados en el grupo de animales controles en los
cuales s observan los mayores niveles de expresion de luciferasa en todos los tejidos estudiados, dos
dias después de la inyeccidn intratumoral del vector. La expresidn del transgen declind hacia ef final de
la primera semana hasta alcanzar los niveles basales tres semanas despu€s de la inoculacidn. Desde esta
perspectiva, la rdpida eliminacion de los adenovirus es atribuida a la porcion celular de la respuesta
inmune.

En este contexto podemos citar, que los cambios inflamatorios provocados por la infeccion de
adenovirus en los tejidos periféricos se resuelven espontineamente dentro de pocas semanas después de
la primoinfeccion. Sin embargo, en el higado los resultados a largo plazo después de la inflamacién no
estan completamente comprendidos. Asimismo, la telacién de la inflamacién con la expresidn de
transgencs es de cnorme importancia a la luz de los recientes protocolos de terapia génica, dirigidos al
tratamiento del cancer o de enfermedades hepaticas, La importancia clinica de nuestros resultados
radica, ¢n que a través de los mismos s¢ demuestra que los vectores adenovirales de primera generacién
inducen cambios inflamatorios dentro del higado de los animales con inmurnidad pre-existente, dentro de
los 3 primeros dias después de la re-inoculacion del vector.
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Dicha abservacidn sustenta el concepto de que los vectores virales utilizados en protocolos de terapia
génica -dirigidos a tratar las enfermedades hepdticas y/o neopldsicas-, deben garamtizar una elevada
transduccion celular y una persistente expresion de los genes de interés, en ausencia de efectos
colaterales, Para lograr este propdsito, los vectores virales asi como la proteina codificada por €l
transgen deben de evitar la respuesta inmune antiviral generada a través de [a primo-infeccidn naturaf o
inducida, 1a readministracién del vector, o la diseminacidn de las particulas virales desde el sitio inicial
de tnyeceidn hacia la periferia.

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

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

La respuesta del huésped a [4 admintsiracion de un vector adenoviral varia de acuerdo a la dosis, el sitio
de inoculacién, las modificaciones del genoma viral y el tipo de transgen codificada por el vectar.
Cuando el Ad-vector ¢s administrado a ratones por via intravenosa, la gran mayoria de las particulas
virales se localiza en el higado. Durante las primeras 24-48 horas después de la infeccién, 90% del
ADN viral es eliminado a través del higado por medio de las células de Kupffer.'”

La rapida eliminacidn de los adenovirus es atnbuida a la porcion celular de la respuesta inmune, Esta
abservacidn se fundamenta en los siguientes experimentos:

{. En ratones inmunodeficientes por bloqueo en la maduracion de 1os linfocitos T y B, la expresion de
transgenes codificadus dentro de adenovirus se extiende hasta 4 meses después de la postinfeccion.™ 2.
En ratones inmunodeficientes Rag-2 iafectados con adenovirus, la transferencia adoptiva de linfocitos T
¢itotoxicos (CD8” y CD4™ ) procedentes de ratones nommales infectados con adenovirus, provoca la
eliminacién del vector y el correspondiente transgen & los pacos dias despuss de la transfusién®® 3. En
ratones inmunocompetentes la sugresién de las células CD8" o CD4' se traduce en una elevada y
persistente expresion del transgen® .

Con respecto a la inmunidad humoral nuestros resultados indican que en los animales contrules la
produccion de anticuerpas en contra de adenovirus se inicia después de 48 haras de la inyeccidn inicial
del vector, alcanzando su mayor produccion al término de la primera semana, comenzando a declinar
hacia los 14 dias de la primoinfeccidn.

En los animales con inmunidad pre-existente s¢ aprecian 2 picas en la produccidn de anticucrpos: el

pnimero de ellos s¢ observa 2 dias después de la re-inmunizacidn, mientras que ¢l segundo se presenta
después de 7 dias de la segunda tnyeccidn del vector.
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La peculiaridad de estos resultados indica que la respuesta humoral contra adenovirus es mas rapida y
cficiente en los animales preinmunizados, y explica por que la transferencia y expresion de los
transgenes en [os ratones con inmunidad pre-existente €s considerablemente menar que en los animales
cantroles. Nuestros resultados también demuestran que la produccidon de anticuerpos en los ratones
inmunizados por via IT o SQ es de la misma magnitud y duracion.

La aplicacion clinica de estos conocimientos explica el fracaso de muchos protocolas de terapia génica y
cuestiona fa utifidad de la inyeccidn intratumoral directa de vectores adenovirales para el (ratamiento de
tumotes sélidos, ya que su uso estard restringido a un primer ciclo semanal de tratamiento, pues la futura
readministracion del vector serd indtil, debido a la sobreproduccidn de anticuerpos 7 dias después de la
inyeccidn IT inicial del vector.

A [a [uz de esta eviderncia, nosotros sugerimos utilizar los esquetnas de terapia génica combinados con
otro tipo de tratamienta alternativo {cirugia, radioterapia, quimioterapia), en la busqueda de mejores
resultados prondsticos y terapéuticos asi como una mejor expectativa de vida,

En la actualidad se han desarrollado algunas estrategias dirigidas a atenuar los 2 tipos de respuesta
inmune generados en contra de adenovirus. Asi un numerose grupe de farmacos tales como la
ciclofosfamida, dexametasona e interleucina-12 entre otrgs, se han administrado en combinacion con
adenovitus, en un intento de bloquear los mecanismos de defensa montados en contra de las vectores y
lograr una adecuada y persistente expresion de los genes recombinantes. Sin embargo, aunque estos
regimenes terapéuticos reducen la respuesta inflamatoria, no inhiben la formacién de anticuerpos
neutralizantes, suginendo que ia readministracidn de vectores puede no ser tan exitosa. Por otro lado,
estas eslrahlf:gias deteriorun la inmunidad natural del paciente, ademds de que exhiben limitada eficacia y
toxicidad ™.

Con la finalidad de lograr una efectiva readministracidn de los vectores se han ensayado algunas
estrategias consistentes €n administrar anticuerpos monoclonales que inhiben la Interaccion
coestimuladora entre células B y T*, otros intentos han consistido en suprimir la region E2a o la regidn
E4 del genuma viral y/o reintroducir la region E3, la ¢ual es responsable de los mecanismos de evasion
inmunoldgica que ostentan los adenovirus. A pesar de ello se siguen observando anticuerpos
neutralizantes ¢n contra de estos vectores de segunda generacidn, comprometiendo su readrministracion,

Recientemente, se han desarrcllado nuevas técnicas que intentan dismunuir la inmunogenicidad de los
adcnovirus, més que suprimir el establecimiento d¢ 1a respuesta inmune. La PEGilacién es un novedoso
método consistente en conjugar polimeros de polietien-glicol (PEG) con las protefnas de la capside de
los adenovirus. Esta técnica esta dirigida a ocultar los determinantes antigénicos de los viriones,
tornandolos invisibles a la accidn de los anticuerpos neutralizantes.

No obslante el prometedor panorama ofrecido por esta metodologia, existe evidencia controversial
referente a la conservacidn de la capacidad infectiva de los adenovirus al término de la PEGilacion. En
los estudios descritos hasta aqui, hemos encantrado que la administracion de vectores adenovirales
encapsulados con TMPG no incrementa la eficiencia de la transduccién cuando son administrados
intratumoralmente.
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Este efecto es totalmente inesperada, sobre todo si tenemos cn cuenta que otros autores han reportado
que €l mecanismo de PEGilacidn incrementa los niveles de transduccion tanto in vivo como en cnsayos
in vitro'®!". Esto se atribuye a que este praceso enmascard los grupos quimicos responsables de la carga
negativa en la superficie de la capside viral, produciendo un micro-ambiente que puede favorecer
interacciones inespecificas del viridn con |4 membrana celular.

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

Como la preparacidn de conjugados PEG-Protelnas requiere de la activacion previa de los grupos
hidroxilo en la molécula de PEG por medio de un reactivo que pueda ser totalmentc substituido por
grupos nucleofilicos (grupos g-amino lisina) en la proteing durante la reaccion de acoplamiento,
Podemos suponer que la fijacion de estos grupos al término de la PEGilacién, pudiera interferir con los
mecanismos de fijacidn o integracién de {os viriones™.

Desde un punto de vista prictico, los resultados controversiales pueden ser ocasionados por problemas
de tipo meteodoldgico ya que la medicion del tamufio de lus particulas al final de un proceso de
PEGilacién revela que cada método produce una suspensidn de particulas virales de difcrente tamafio, lo
cual incrementa la posibilidad de que un mayor ndmero de vinones entren en contacto con (a membrana
celular. Aunque también, las diferencias en tamarfio pueden interferir con el mecanisma de integracién
sobre todo si en el conjugado existen micro esferas que conticnien conglomerados de vinones.

Este (ltimo ejemplo puede explicar la naturaleza de nuestros resultados ya que en nuestro método no
eliminamos el exceso de TMPG que no participé en la formacion de conjugados.

Los mecanismos de interaccion del proceso de PEGulacidn can la respuesta inmune, han s:do estudiados
recientemente por algunos autores quienes sugieren que la unidn covalente del PEG 4 las proteinas de la
cipside es suficieate para reducir la produccidn de CTL gencrados en contra de las c€lulas infectadas
por adenovirus'', sin embargo hay pocos datos que permitan explicar la naturaleza del fendmeno, ya que
la modificacion de las proteinas de la cdpside viral no impiden el desarrollo de una respuesta inmune
alterna, en contra del producto codificado por el transgen, tal como la enzima luciferasa utilizada ea
nuestros expenmentas.

La PEGilacion, tampoca previene el desamollo de anticuerpos en contra de las proteinas virales
sintehizadas de novo. Nosotros creemaos que poblaciones de CTL dirigidas en contrd del trunsgen o de
las nuevas proteinas, pudieran explicar la eventual eliminacién de células infectadas por AdV-Luc o
AdV.GFP. Pour tal motive decidimos utilizar un vector adenoviral carente de proteinas reporieras pard
inmunizar los difcrentes grupos dc animales, en orden de demostrar o descartar esta premisa.

Al recapitular los resultadas observadaos en el grupo de ratones que fueron preinmunizados con el vector
AdV. FTZM59+TMPEG, se puede observar que la expresion de luciferasa se encuentra
significativamente disminuida principalmente en el higado. Lo cual indica que a pesar de la PEGilacién
del vector y a su carencia de proteinas reporteras, este, fue capaz de producir una probable respuesta
inmunoldgica de tipo celular que dirige 1a eliminacion de los hepatocitos transducidos con ¢l vector
AdV-Luc,
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La sobreproduccion de anticuerpos neutralizantes en contra de adenovirus (NAB) es un problema
universal en [a mayoria de los experimentos de terapia génica basados en el uso de vectores virales.
Nosatros demostramos aqui, que el simple recubrimiento de las proteinas de la cépside con TMPEG
activado, ¢s suficiente para disminuir los titulos de anticuerpos en los anitmules preinmunizados con
AdV- FT2MS59+TMPEG. Paralelamente, otros autores han demostrada que la PEGilacidn protege a los
viriones en contra de la presencia de ¢levadas concentraciones de anticuerpos y permite una elevada
expresion en modelos animales que presentan titulaciones elevadas de anticuerpos™ .

Asimismo, nuestros resultados indican que la produccion de anticuerpos en contra de proteinas
sintetizadas de novo puede también estar también disminuida, pues la evidencia bioldgica ya existente
sustenta que los polimeros de PEG atendan la capacidad inmunogénica de una gran cantidad de
hiomoléculas. ¥ lo cuual es consistente con el importante nivel de expresién intratumoral obtenido con
AdV-Luc en animales previamente expuestos al vector modificado (AdV- FT2ZM59+TMPEG).

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

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

Los resultados alcanzados permiten concluir las siguientes aseveraciones:

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

*En animales pre-inmunizados se observd una significativa reduccidn en el nivel y duracién de Ia
gxpresion de luciferasa. Esta disminucidn fue mds importante en el higado, comparada con la expresion
dentro del tumor,

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

*La produccidn de anticuerpos neutralizantes inhibe la expresion de tos genes reporteros. Los efectos de
esta respuesta inmune se pueden disminuir a través de {a encapsulacion de adenovirus con polimeros de
polietilen glicol.

*La inyeccidn intratumaral de vectores adenovirales para el tratamiento de tumores sélidos atorga
beneticios terapéuticos exclusivamente durante la primera inyeccidn del vector, ya que la
inmunogenicidad de los adencovirus, limita la expresidn de los genes terapéuticos y obstaculiza la
readministracidn intratumoral del vector.

*La inmumudad pre-existente en contra de adenovirus obstaculiza [@ expresion intratumoral y sistémica
de los genes recombinantes transportados por los vectores adenovirales.

*Las diferenics estrategias de terapia gémica actualmente utilizadas son insuficientes para garantizar un
adgcuado tratamiento del cdncer, por lo yue su aplicacion <¢linica es de cardcter altemativo y/o
sincrgistico can otro tipa de esquemas tcrapéuticos.

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

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

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

*El uso de dosis elevadas de vectores virales en animales can inmunidad pre-existente, restituye las
uveles de expresidn intratumoral a mveles comparables con 10s observados en animales controles.

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

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

*Los adenovirus recubiertos con TMPG se tornan menos inmunogénicos, 1o cual se traduce en un mayor
nivel de expresién intratumoral de la enzima luciferasa entre los ratones que fueron preinmunizados con
el vector AdV- FI2ZM39 encapsulado.

*El nivel de expresion de luciferasa en los grupos que fueron inyectados con Adv-Luc+TMPG, fue nulo,
lo cual fue atribuido & la carencia de uaa téenica adecuada para separar 1as particulas virales del exceso
de TMPG durante la encapsulacidn del vector.
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