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RESUMEN

L.1.B.B. Naika Georgina Rueda Sinchez
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn. Facultad de iMedicina.

Fecha de Graduacion: Diciembre del 2003. Area de Eswudio: Terapia Génica.
Candidata para el grado de Maestria en Cieacias con Especizlidad en Biologia Molecular e
Ingenieria Genética. ) Nimerc de paginas: 65

Titulo del Estudio: “TOXICIDAD DEBIDA A LA TRANSDUCCION ADENOVIRAL EN RATAS
GESTANTES”.

Objetivo: Estudiar los efectos toxicos en ratas preiiadas (15 dias post copula —d.p.c.-) wransducidas con
vectores adenovirales por diferentes rutas de administracién, analizando la distribucion del vector en
diversos organos y describiendo los hallazgos anatomopatolégicos probablemente asociados a la
transduccion adenoviral,

Material y Métodos: Se emplearon ratas hembras Sprague Dawley con un peso aproximado de 200-300
gr. Al dia 15 d.p.c. se realizo la inyeccion de los vectores adenovirales que contenian los genes reporteros
AdS/RSV-gfp y AdS/CMV-lacZ en una concentracion total de 3x10" pv mediante las vias endovenosa,
intraperitoneal ¢ intra-amnidtica. En un grupo de ratas no gestantes se realizo la transduccion intrauterina;
al grupo de ratas control sélo se le administré solucion de buffer de fosfatos por las diferentes vias de
transduccién. Todas las ratas fucron sacrificadas a los 18-20 d.p.c. y a los 60/90 d.p.c. por ex-sanguinacién
bajo anestesia. Al suero obtenido se le realizaron estudios de laboratorio para determinar !a concentracion
de bilirrubinas y transaminasas hepaticas. Del plasma s¢ obtuvo ADN para corroborar la presencia de los
vectores por PCR. Se realizaron estudios histopatologicos con tincion HE e inmunohistoquimica (usando
anticuerpo anti-fibra de AdS y anticuerpo para la proteina verde fluorescente) de cortes del bulbo olfatorio,
cerebro, cerebelo, bulbo raguideo, pulman, higado, rifién y sistema reproductor de las ratas tratadas.
Resultados: No se encontré hepatotoxicidad en los grupos de ratas gestantes. Se observé reduccion del
pesa corporal total de los animales a los 5 dias post-tratamiento como consecuencia al procedimiento
quinirgico. Se notd incrcmento en los niveles de AST en ratas no gestantes transducidas, lo cual no se
observé en las ratas prefiadas. En cuanto a la proporcion entre el peso de los érganos y el peso total de la
rata, tanto el bazo como el rifion tuvieron un aumento estadisticament. significativo en las ratas no
gestantes transducidas con adenovirus en comparacion con las ratas gestantes. El 30% d= las muestras dc
plasma sanguineo de ratas transducidas por las vias intra-amnidtica € intra-uterina mosird positividad para
ADN genémico del vector por PCR, mientras que el 50% ds las muestras de las ratas gestantes
transducidas por via endovenosa fueron positivas. La histopatologia demostré que el niién y el bazo
fueron los organos mayormente dafiados en todos los grupos cxperimentales, micntras que el higado se
encontr6 dafiado en aquellas ratas no gestantes transducidas por via intra-uterina. Se detecto la presencia
del vector adenoviral diseminada en encéfalo (cerebro y cerebelo), pulmon. higado, intestino, pancreas,
bazo, corazom, riién y sistema reproductor. Las observaciones para la proteina verde flucrescente
correlacionaron tanto por observacion directa como por inmunchistoquimica en encéfalo, pulmon, higado
y riiion. Las vias EV e IU se asociaron con transduccion hepatica. La presencia de dicha proteina fue
mayor en higado, corazon y rifion al examinarse por inmunohistoquimica.

Conclusiones: No se encontrd hepatotoxicidad ni alteraciones fisicas en las ratas gestantes transducidas.
La cantidad de adenovirus circulante en estos animales fue dependiente de la via de administracion
empl@ada y de la heterogencidad del propio animal. El dafio a bazo y rifién coincidié con el aumento de
peso en los animales transducidos con la mezcla adenoviral (AdS ‘2/p-lacZ), tanto en ratas gestantes como
no gestantes. El dafio a higado se identificé solo en aquellas ratas transducidas con la mezcla adenoviral en
estado no gestante. En las ratas gestantes, el dafio hepatico y renal varié <egun la ruta de adm'nistracién
del vector, siendo mayor en la via intra-amniética, scguida_qgs vias endoytfiosa e intraperitoneal.

(/0’ [ ) /m
Dr. l? gusto Rojas Martinez
* /

Dr. Hugo Alberto Barrera Saldaiia
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

La terapia génica (TG) es una estrategia meédica para la transferencia de ADN
benéfico en una gran variedad de enfermedades. Para poder lograr esta transferencia se
han empleado diversos tipos de vectores, tanto virales como no virales. De los vectores
virales, los adenovirus han sido ampliamente usados en protocolos, tanto en fases pre-
clinicas como clinicas, debido a ventajas tales como la sencillez en la produccion de
particulas virales (p.v.), a que pueden infectar células ya sea en divisién o quiescentes, a
su muy alta eficiencia al transfectar células diana tanto ex vive como in vivo, a que
pueden ser dirigidos para transfectar diferentes células diana, y a que raramente se

integran al genoma de las células infectadas (Mountain y cols., 2000).

Los efectos terapéuticos que pueden obtenerse de las distintas modalidades de la TG,
incluida la terapia génica in utero (TGIU), se deben balancear con sus efectos no
deseados, tales como la toxicidad debida a las reacciones inmunologicas que despiertan
en el huésped y los posibles efectos teratogénicos del vector o del producto del transgen
(Hartig y cols., 1998; Casal y cols., 2000; Frederickson y cols., 2003; Friedman y cols.,
2003). Aunque la TGIU con vectores adenovirales en modelos animales ha mostrado
tener alguna potencialidad para el tratamiento gestacional de errores innatos del
metabolismo (i.e. hemofilias, fibrosis quistica, etc.), existen muy escasos reportes sobre

los efectos toxicos y la distribucion del vector en la madre (Lai y cols., 2002).

Este estudio fué especificamente disefiado para el analisis de la toxicidad materna
secundaria a la transduccion de ratas prefiadas y para la determinacion de la distribucion
corporal del vector y las alteraciones anatomopatologicas asociadas al vector o al

transgen expresado.
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CAPITULO 2

ANTECEDENTES

La terapia génica in utero (TGIU) se realiza mediante la administracion de ADN
terapéutico en células somaticas tempranas. Dentro de los beneficios reportados hasta la
fecha se encuentran la correccion de la disfuncion génica temprana (i.e. fibrosis quistica,
distrofia muscular de Duchene, hemofilias, etc.), tratar células blanco inaccesibles en
etapas postnatales y de rapida proliferacion (tales como células totipotenciales), estudios
de respuesta inmunoldgica (i.e. tolerancia inducida hacia el vector o el transgen),
estudios de toxicidad y distribucion del vector en tejido fetal y estudios de la expresion
del transgen en estos tejidos (Lipshutz y cols., 2001; Boyle y cols., 2001; Woo y cols.,
1997).

Rojas Martinez (1998) menciona que la via de administracion adenoviral puede
influir en la distribucion del vector en los tejidos de rata estudiados. Lo anterior es
discutido en modelos murinos, en los que no sdélo la via de administracion sino que la
cantidad de receptores CAR y su localizacion fisica en la membrana celular determinan

¢l tropismo adenoviral (Zinn y cols., 1998; Walters y cols., 1999; Wood y cols., 1999).

En el estudio de Larson (Larson y cols., 2000) se reporta la presencia del producto
del transgen en circulacion sistémica, lo que le permite ser transportado a otros ¢rganos
por los que los adenovirus no tienen tropismo, tales como el rifién y la vejiga. Por otra
parte, Rossi comenta acerca del potencial transporte o pase de la barrera placentaria por
los vectores infundidos y la duracion de la expresion del producto del transgen (mayor a
30 dias) (Rossi y cols., 2001). Sin embargo, Henning hace hincapié en que no hay
presencia de adenovirus en varios tejidos de la madre (utero, higado, rifiones y corazon)

al realizarse la deteccion por PCR después de realizar una transduccion intra-hepatica in
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utero en un modelo murino de mucopolisacaridosis (Henning, 2001). Otros tipos de

riesgos maternos que pueden surgir son: toxicidad y respuesta inflamatoria al producto

del transgen o al adenovirus en si mismo (Chan y cols., 1999).

Recientemente se ha reportado la presencia del producto del transgen en la sangre de
la madre de fetos transducidos con virus asociados a adenovirus en primates no
humanos. Sin embargo, el nivel detectado por PCR cuantitativa es de 10 copias del

transgen por cada 10,000 copias de beta actina (Lai y cols., 2002).
2.1 Toxicidad Adenoviral

Varios grupos de investigacion enfocados en el estudio de los adenovirus reportan
que existe un dafio potencial debido a la respuesta inflamatoria por la activacion de
linfocitos T y en menor proporcion por linfocitos B, ya sea provocada por las proteinas
de la capside adenoviral o promovida por el producto del transgen acarreado dentro del
genoma adenoviral. Adicionalmente, se ha visto que los adenovirus promueven
toxicidad al modificar el metabolismo celular e inducir procesos tales como acidosis, lo
cual puede asociarse al mal funcionamiento de diversos organos (NIH Report, 2002;
Wells y cols., 2002; Thomas y cols., 2003).

2.2 Toxicidad adenoviral en fetos

Los posibles efectos secundarios a una transducciéon adenoviral pueden ser efectos
teratogénicos, induccion de sepsis, induccion de parto prematuro y activacion de
reacciones inmunologicas (i.e. respuesta inflamatoria, incompatibilidad entre madre e
hijo, induccion de anergia). También pueden presentarse casos de neumonia y muerte
fetal. De acuerdo a la via de transduccion, podria haber deformaciones fetales por efecto
mecanico (lo cual se ha observado ante la pérdida de liquido amnidtico y
desestabilizacion de la presién normal en el ambiente fetal). Es importante destacar que
la mayoria de estos efectos se observa a altas dosis adenovirales (Maclntyre y cols.,
1995; Kim y cols., 1997).
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2.3 TGIU en rata

En el laboratorio de terapia génica de la ULIEG del departamento de Bioquimica se
inicio el estudio de la TGIU en rata y se obtuvieron varios resultados trascendentales
para este nuevo estudio. En primer lugar, se observo que la transduccién intra-amnidtica,
con vectores adenovirales no provoca teratogénesis a los 15 d.p.c. a dosis de 1-2 x 10"
pv feto. lgualmente, se observd que la madre rata gestante soporta una carga viral de 1 x
10''pv sin efectos toxicos aparentes. También se determiné que se pueden transfectar
mediante laparotomia un maximo de tres fetos, dado que un nimero mayor aumenta la
tasa de mortalidad materna. Estos autores recomiendan el uso de 100 pl como volumen
maximo a emplear, dependiendo éste del d.p.c en el que se realice la transduccion (p.

ejem. 10 pl a los 12 d.p.c.) (Marquez-Lona, 2003).

2.4 Efectos de la TGIU en Ia rata gestante

En varios comités internacionales y congresos en donde se discute el empleo de la
TGIU, se ha establecido que debe monitorearse al menos la sangre materna para
considerar el posible paso del vector viral intra-placentario y sus posibles implicaciones

histopatolégicas en la madre (Reporte del RAC, 1998; Reporte 142, 2000).

Recientemente se reportd que el producto del transgen introducido mediante un virus
asociado a adenovirus (AAV, por sus siglas en inglés Adeno-associated virus) por via
intra-hepitica al feto, logra detectarse en la sangre de la madre (Lai y cols., 2002). Sin
embargo, existen estudios contradictorios en los hallazgos de expresion del transgen en
la madre. Estas diferencias podrian deberse a que se emplean diferentes especies, a que
se realiza la transduccién por diferentes vias y a las diferentes formas en las que se
detectan a los genes reporteros empleados (Larson y cols., 2000, Hennig y cols., 2001,
Lai y cols., 2002, David y cols., 2003).
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CAPITULO 3
JUSTIFICACION

Debido a la falta de antecedentes relacionados a la toxicidad materna asociada a la
transduccion adenoviral durante la gestacidn, en ¢l presente trabajo nos propusimos
analizar la toxicidad debida a la transduccion adenoviral en ratas gestantes. También se
propuso determinar la distribucién corporal del vector y estudiar las alteraciones

anatomopatologicas asociadas a la transduccion con el mismo.



-Toxicidad debida a la transduccion adenoviral en ratas gestantes -
L.I.B.B. Naika G. Rueda Sanchez

CAPITULO 4

4.1 OBJETIVO GENERAL

Estudiar los efectos tdxicos en ratas prefiadas transducidas con vectores
adenovirales por diferentes rutas de administracion, analizando la distribucion del vector

en diversos organos y describiendo los hallazgos anatomopatoldgicos probablemente

asociados a la transduccion adenoviral.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Evaluar el estado general del modelo animal (peso corporal y temperatura) antes y
después de la transduccion adenoviral.

2.- Valorar los posibles cambios en la funcidon hepatica en los grupos animales en
estudio (perfil hepatico: bilirrubinas totales, AST y ALT).

3.- Analizar la distribucién del vector en odrganos maternos (mediante
inmunohistoquimica).

4.- Analizar la distribucion del producto génico en o6rganos maternos (mediante
inmunohistoquimica).

5.- Observar cambios anatomopatologicos en los diferentes oOrganos en estudio
(encéfalo, pulmoén, higado, rifion y sistema reproductor).

6.- Correlacionar los hallazgos anatomopatoldgicos clinicos y de laboratorio.
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CAPITULO 5

HIPOTESIS

H,: La toxicidad debida a la transduccion del vector adenoviral en ratas gestantes es

mayor en comparacion con ratas gestantes inyectadas con el excipiente (PBS).

H;: La toxicidad debida a la transduccion adenoviral es diferente en ratas gestantes

comparadas con ratas hembras no gestantes.
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CAPITULO 6

MATERIAL

Vectores adenovirales de replicacién defectuosa.

Los vectores adenovirales empleados en este trabajo no contienen las secuencias
correspondientes a E1A y E1B dentro de su genoma, por lo cual son incapaces de
replicarse en células no permisivas. Adicionalmente, estos vectores tienen una delecion
en el gen E3. Los genes reporteros gfp y lacZ sustituyen las regiones E1A y EIB

adenovirales y son controlados por los siguientes promotores:

- AdS/RSV-gfp (gen de la proteina verde fluorescente) y
- Ad5/CMV-lacZ (gen de la B-galactosidasa).

Anestésico.

Se empled una combinacion volumen- volumen 2:1 de ketamina:xilacina administrada
por via IM siendo la dosis administrada igual a 1 pl/gr de peso. Ketamina (Anesket 1
gr 10 ml), solucion inyectable con clorhidrato de ketamina siendo las vias posibles de
adminmistracion; IM o IV. También se empleé el nombre comercial Ketamina de
Cheminova 1.152 gr, equivalente a 1 gr de base, vehiculo csp 10 ml. Xilacina (Rompun
25 ml), solucién inyectable que se emplea como sedante, anelgésico, anestésico y
relajante muscular. Cada mililitro contiene: Hidrocloruro de xilazina 20 mg y excipiente

1 ml. Via de administracion: IM

Seda quirirgica.
Se utiliz6 seda trenzada estéril de la marca Ethicon 000 con aguja curva de 2.5 cm.

-8-
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Estuche de grapas para suturar “Autoclip wound clossing Kit” (Stoelting 59020).

Este estuche incluye la engrapadora, un removedor y 1000 grapas de 9 mm
autoclaveables. Facilita la sutura y disminuye el tiempo de duracidn de los procesos

quirurgicos. Se utilizo para la sutura de piel del modelo animal empleado en este
trabajo.

Colorantes para la tincion de Papanicolaou.

Se emplearon los colorantes H marca Analytyka de Tecnologia Industrial Quimica, S.A.

de C.V,, Escobedo, N.L.; OG-6 y EA-50 de CTR Scientific, Monterrey, N.L., México.

Parafina (Richard-Allan Scientific).

Se utilizo parafina altamente refinada y con alto contenido de polimeros (punto de fusién
55-57°C). Se empled tanto en preinclusion como inclusion definitiva en parafina de cada

una de las muestras bioldgicas para la formacion de los bloques que permitieron

procesar las mismas.
Anticuerpo anti proteina verde fluorescente (Vector BA-0702).

Este anticuerpo se une con alta afinidad a la proteina verde fluorescente de Aequorea

victoria, tanto tipo silvestre, recombinante o cualquier variante.
Anticuerpo anti proteina de la fibra de adenovirus 1,2, 5 y 6 (Chemicon MAB8043).

Este anticuerpo monoclonal murino se une con alta afinidad a la proteina de la fibra de

la capside adenoviral de los serotipos que comprenden al subgrupo C (1,2, 5y 6).
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Estuche para inmunohistoquimica (Vectastain ELITE ABC kit PK-6102).

Sistema de inmunoperoxidasa ampliamente aceptado por su sensibilidad, economia y

confiabilidad. Se emplea en la localizacion de antigenos presentes en pocas cantidades.
Coloracion de las inmunohistoquimicas (Vector DAB substrate kit SK-4100).

Este estuche contiene todos los reactivos necesarios para preparar una soluciéon de
trabajo de 3,3’-diaminobenzidina (DAB) para tefiir secciones tisulares con una

coloracion café.

Portaobjetos.

Para el desarrollo del trabajo se emplearon portaobjetos estandar de 25X75 mm
(Coming 2947) y portaobjetos cargados positivamente para una mayor adhesion de los

cortes tisulares a los mismos (Daigger G15978Z).

Navajas para micrétomo (TBS 2263 022).

Navajas desechables de acero inoxidable para microtomo. Se usan para realizar cortes

semifinos de muestras tisulares previamente incluidas en parafina.
Programas informaticos para el andlisis de resultados.

Para el analisis estadistico, se emple6 ¢l paquete SPSS v.11.0.

-10-
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Ratas.

" l“ g . 4"'_-“-.. g -

igura 1: Rata Sprague Dawley con sus crias. Se observa |
una rata hembra rodeada de sus crias

Se emplearon hembras de la especie Rattus norvegicus de la cepa Sprague Dawley, de
12 a 15 semanas de edad y con un peso corporal aproximado entre 200-300 gr (figura 1).
Fueron mantenidas con ciclos de luz-oscuridad 12:12 hr, en condiciones de humedad,
temperatura y ventilacion apropiadas, siendo alimentadas ad libitum. Estas ratas se
caracterizan por ser facilmente manipulables en laboratorio, por su gran tasa
reproductiva (de 6 a 12 crias por camada) en periodos cortos (20-22 dias), por su gran
tamafio fisico y por su bajo costo. El tipo de placentacion es endoteliocorial discoidal
(figura 2) (Bivin y cols., 1979; Martinez, 1984).

OVARIO

OVIDUCTO x\\

/i CUERNO
S ’/ UTERINO
-

VAGINA s

Figura 2: Sistema Reproductor de la Rata Hembra. Se marcan
los principales organos y tejidos: ovario, oviducto, cuerno
uterino, vagina.
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CAPITULO 7
METODOS

7.1 ESTRATEGIA PARA LA OBTENCION DE RESULTADOS

El esquema planteado para la obtencién de resultados se muestra en la figura 3.

j‘j

TGIU l'- - ‘
: g w
M »
1. Produccion y purificacion de 2. Manejo y transduccion
los vectores adenovirales AdS del modelo animal.

(A LA

E

3. Obtencién y procesamiento de Emammmands
las muestras; I:‘:> 4. Analisis y correlacion de los

resultados clinicos y de laboratorio.

Figura 3: Esquema de la estrategia general. Se muestran las 4 fases en las que se realizg el

trabajo de esta tesis: 1) Produccion y purificacién de los vectores adenovirales que contienen a los genes

reporteros empleados en este trabajo; 2) Monitoreo del peso y temperatura corporal, tincion del frotis

vaginal para determinar el estado gestacional, transduccion con 3 x 10" p.v. rata a los 15 d.p.c.; 3)

Sacrificio y obtencion de las muestras maternas de interés (plasma para la extraccion de ADN y

amplificacion de lacZ, suero para las pruebas de funcion hepatica y diseccion de varios drganos. Estos

organos fueron incluidos en parafina, cortados a 5 um y colocados en portaobjetos para su posterior

tincién HE e inmunohistoquimica. Parte de los mismos érganos se incluyo en OCT para realizar cortes de

los érganos congelados para la observacion directa de la proteina verde fluorescente; 4) Se realizo la

integracién y el analisis de los resultados obtenidos, correlacionando los hallazgos clinicos y de

laboratorio.
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7.2 PRODUCCION Y PURIFICACION ADENOVIRAL

Los vectores adenovirales fueron transfectados en las células HEK-293 que
complementan en trans los reguladores virales tempranos El para permitir su
replicacion y por ende la produccion de particulas adenovirales. Su amplificacion se
realizd en 35 platos de 150 mm de diametro con medio DMEM (Medio Eagle
modificado de Dulbecco) preparado con una concentracién final del 10% de suero. El
concentrado obtenido de esta amplificacion se utiliza para realizar la infeccién de 85-
100 cajas con células HEK-293 (figura 4). Transcurridas 36 horas se recolectaron las
células infectadas, se lisaron por medio de 3 ciclos de congelacion y descongelacion y se
purificaron mediante doble centrifugacién empleando gradientes de CICs (cloruro de

cesio). Posteriormente fueron dializados usando PBS con glicerol al 10%.

- Cuantificacion por espectrofotometria:

Después de obtener las alicuotas pertinentes del dializado, se realizaron 3 diluciones
por duplicado de cada adenovirus a cuantificar y se leyeron a 260 nm en el

espectrofotometro. Las caracteristicas de las producciones fueron:

AdS RSV-lacZ  5.94 x 10" pv / ml (Volumen total = 3.7 ml)
Ad5 CMV-gfp  3.14 x 10" pv/ ml (Volumen total = 3.5 ml)

n: o
| Figura 4. Infeccion adenoviral. Células HEK-293 infectadas en A) con Ad5/CMV-lacZ y en B) con
{ AdS/RSV-g/p.
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7.3 MODELO ANIMAL

Cada uno de los animales fue marcado mediante la técnica de perforacion y muesqueo

en el pabellon auricular. Se registraron las variaciones de peso y temperatura corporal.

- Cruzamiento por harén o poligamico

En una jaula de policarbonato se colocaron 5 ratas hembras con 2 machos jovenes de
aproximadamente 500 gr de peso durante una semana, siendo las hembras monitoreadas
mediante citologia vaginal exfoliativa diaria. Aquellas que se detectaron preiiadas fueron

movilizadas a otras jaulas (Martinez, 1984).

- Citologia vaginal exfoliativa

Para obtener el frotis vaginal se empled un gotero con solucion salina fisiolégica
(NaCl 0.9%) estéril y se tomo la muestra colocando a las ratas en posicion decubito

ventral. El lavado vaginal se extendio en un portaobjetos y fijado mediante calor.

- _Técnica de Papanicolaou

Una vez que se tiene el frotis vaginal fijo en el portaobjetos por medio de calor, cada

laminilla fue sometida al siguiente tren de coloracion (tabla 1):

Tabla I. Pasos del tratamiento por la técnica de Papanicolaou.
* Alcohol Eter (1:1) 15-20 min.
* Alcohol etilico 96° 2 min
* Alcohol etilico 80% 2 min
* Alcohol etilico 70% 2 min
» Agua Corriente 2 min.
» Hematoxilina de Harris 5 min.
« Acido clorhidrico (0.5%0) 5 seg
» Agua Corriente 30 seg
¢ Hifdroxido de amonio (0.5°0) 30 seg
* Alcohol etilico 70% 2 min
* Alcohol etilico 80° 2 min

o 14 5
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* Alcohol etilico 96% 2 min
*0G6 4 min

* Alcohol etilico 96% 2 min
*EA 50 3 min

* Alcohol etilico 96% 2 min
« Etanol Absoluto 5 min
 Xileno 5 min.

Montados en resina de balsamo de Canada

Todo lo anterior permitio determinar el estado de prefiez en las ratas (figura 5).

Figura 5: Frotis vaginales tefiidos por la técnica de
Papanicolaou. Se observa la presencia de espermatozoides
en el frotis vaginal analizado, indicandonos el dia 0 post
copula (0 d.p.c.) (40X).

- Transduccién adenoviral

Al dia 15 d.p.c. se realizo la inyeccion de los vectores adenovirales que contienen los
genes reporteros a emplear en este estudio: AdS/RSV-gfp y AdS/CMV-lacZ (figuras 6 y
7) [Ver Anexo CJ.

5 3

B RSV gl [IS——

0 100 um

Figura 6: AdV/RSV-gfp. Se esquematiza al gen reportero gfp insertado dentro del genoma adenoviral.
La expresion de este gen reportero esta controlada por el promotor RSV (Rous Sarcoma Virus) el cual es
un promotor fuerte y constitutivo.
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5

§ cvv ez

0

100 um

Figura 7: AdV/CMV-lacZ. Se esquematiza al gen reportero lacZ de E. coli insertado dentro del genoma
adenoviral. La expresion de este gen reportero esta controlada por el promotor constitutivo temprano del
citomegalovirus (CMV).

Las vias utilizadas fueron:

Via Intra-amnidtica: Se realizé mediante el proceso quirurgico de laparotomia
con exposicion de cuemos uterinos. Las ratas fueron anestesiadas con una
solucion de ketamina:xilacina (2:1 v/v) a 1 pl/gr de peso por via intramuscular
(IM), posteriormente fueron colocadas sobre una tabla con sujetadores laterales
para su inmovilizacion en posicién decubito dorsal. Se realizé asepsia, tricotomia
del area abdominal y la posterior antisepsia del area de trabajo. La incision se
realizo a través de la linea blanca, disecandose piel y musculo y separando
ambos labios de la herida con pinzas curvas de mosquito que sirvieron como
separador. Posteriormente, se localizaron los cuernos uterinos, los cuales fueron
expuestos para contabilizar el nimero de fetos en cada uno de los cuernos y
poder tomar la decision de los 3 fetosca que recibieron la transduccion intra-
amniotica con una jeringa de insulina con aguja 29 G x 13 mm, EIl vector se
administré a una dosis de 3x10'® p.v/rata. Finalmente se reintrodujeron los
organos expuestos y se suturd la cavidad abdominal utilizando seda quirirgica
000 mediante la técnica de surjete continuo con candado por planos. La piel se
suturé empleando grapas quirurgicas de 9 mm. Las ratas fueron sacrificadas a

los 20 y 90 d.p.c. por ex-sanguinacion, previa anestesia.

Via Intrauterina: Se realizé siguiendo los mismos pasos que se emplean en la
transduccidn intra-amniotica pero en ratas no gestantes. La inoculacion se realizd

mediante 3 punciones a lo largo de la luz del cuerno uterino.

xA. Siempre se inoculo en el cuerno con mayor cantidad de fetos, buscando inocular aquellos 3 fetos
que se ubicasen en la parte central de ese cuerno.
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¢ Via Intraperitoneal: La rata fue anestesiada y depilada; posteriormente se inoculd
con 3x10'° p.v. o PBS (grupo control), asegurandose de que la aguja se

encontrase en cavidad peritoneal.

e Via Endovenosa: Se realizo en la vena caudal, previa anestesia del animal. La
carga viral fue de 3x10' p.v.t. o PBS (grupo control), usando nuevamente una
jeringa de insulina con aguja 29 G. El sacrificio se realizé a los 20 y 60 d.p.c. por

€x-sanguinacion, previa anestesia.

- Sacrificio

Una vez anestesiada, la rata es sujetada de sus cuatro extremidades a la tabla de
cirugia, se incidi6 en la linea blanca abdominal (tanto en piel como en misculo) y se
rechazaron las asas intestinales a la derecha con la finalidad de exponer la arteria aorta
abdominal para poder realizar la ex-sanguinacion. La sangre se colecté en 2 vacutainers,
uno con EDTA y el otro sin anticoagulante. De la madre se disecaron: cerebro, pulmon,

higado, rifidn y érganos del sistema reproductor.
7.4 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Por esta metodologia se realizo la amplificacion de una secuencia de ADN de 362 pb
que incluia al promotor CMV y un fragmento del gen /acZ. Los oligonucledtidos usados
fueron los siguientes: femv S’CATAGTAACGCCAATAGGGAC3' y rlacz
5'GGTTATTACGACATTTTGGAAZ3’. Las condiciones de corrida fueron las descritas
en la tabla 2.

Tabla Il. Reactivos y condiciones de la PCR para lacZ.

Reactivos en cada tubo Condiciones en el termociclador
Agua miQ 15.58 pl Paso ‘ Temperatura
Buffer 10X 2.5 4l L
u <K 95°C 5

-17-




-Toxicidad debida a la transduccion adenoviral en ratas gestantes -
L.1.B.B. Naika G. Rueda Sanchez

dNTP's Ll [2 95°C 30”
MgCl, 2ul |3 49°C 1’
TagPol 042 |4 72°C I’
BetaGall (forward) 1 ul 5 40 ciclos del paso 2 al 4
BetaGal2 (reverso) 1l 2 - 72°C 5

De acuerdo a los oligos empleados, la PCR virtual dio la banda esperada ilustrada en la

figura 8.
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Figura 8: Mapa de amplificacién virtual empleando el programa Amplify 1.0. Un fragmento de
362 pb se obtiene al hibridar los ohigonucleotidos disenados mediante el programa Oligo 1.0 con la
secuencia que tiene al promotor CMV y la secuencia codificante del gen lacZ.

7.5 ANALISIS ANATOMOPATOLOGICO

El matenal biolagico extirpado de las ratas (organos y tejidos) fue conservado en
formol al 4% y glutaraldehido al 1.2%6 en buffer de fosfatos (PBS) 0.9% solucién salina
(KCl 3.75 mM, 80 mM Na,HPO;s, 20 mM KH;PO,, 150 mM NaCl, pH = 7.4). Los

drganos de la madre fueron disecados sagital y coronalmente.

El proceso de inclusion en parafina se llevo a cabo por encapsulacion en histossette |
manteniéndose en la misma solucion de formol al 4% y glutaraldehido al 1.2% en PBS.
Las muestras fueron incluidas en parafina pasando por formol, acetona en
concentraciones crecientes, xileno y finalmente dos bafios de parafina. Los bloques de
parafina solida fueron preparados mediante un dispensador de parafina. De cada muestra

se realizaron 5 cortes de un grosor de 5 micrometros con micrétomo, extendidos en un
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baiio de flotacién de tejido a 50 °C y montados en portaobjetos de 25 x 75 mm (3 de

estos cortes fueron montados en laminillas superfrost cargadas positivamente para la
realizacion de los estudios de inmunohistoquimica; los 2 restantes fueron para comparar
entre daiio y/o malformacidn asociada a la presencia del vector adenoviral, por medio de

la tincion HE).

- Tincion con hematoxilina v eosina

Una vez montados los cortes en portaobjetos fueron desparafinizados e hidratados;

posteriormente se siguid el protocolo de la tabla III.

Tabla III. Pasos de la tincion HE.
Hematoxilina 2
H20 enjuagar 1’ (lento 1’)
HCl 0.5% 10’
H20O enjuagar 2 lavados
Agua amoniacal 0.5% 10"
H20 enjuagar 2 lavados
H20 enjuagar 2 lavados
Eosina 6 Tiempos
EtOH 96% 10"
EtOH 96°6 1’
EtOH 100% 2z
EtOH-Xilol B
Xilol 5
Resina sintética Entallan para montar el cubre- objetos
en la laminilla.

- Inmunohistoquimica

- Directa. Para realizar el analisis inmunohistoquimico se desparafinizaron e
hidrataron las muestras. Estas fueron sometidas a recuperacion antigénica con buffer de
citratos (pH 6) y la actividad endogena de peroxidasa fue bloqueada lavando las
laminillas en peroxido de hidrogeno (3%) en metanel por espacio de 30 min para su
posterior inmersion en PBS con Triton X-100 (0.1%). Posteriormente, se colocaron las

laminillas en una camara hiimeda para los siguientes procedimientos. Se bloquearon las
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IgGs y proteinas de las muestras mediante su incubacion con suero normal de caballo
diluido de acuerdo al instructivo del estuche comercial empleado; se realizo la
incubacion con el anticuerpo biotinilado, se lavé con PBS, se les agregd el complejo
ABC del kit VECTOR (pk-6102). Transcurrido el tiempo de incubacion (30 min) se
lavaron las laminillas y se expusieron a diaminobenzidina (sustrato de la peroxidasa) por
un tiempo maximo de 10 minutos, de acuerdo a la intensidad deseada del colorante. Se

contratifieron con hematoxilina, se deshidrataron y se montaron con la resina sintética

Entallan (figura 9).
[ ) 4 ' .
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Figura 9: Procedimiento de la inmunohistoquimica directa. Ver texto para detalles.

- Indirecta. Las muestras fueron procesadas de la misma manera que en la
inmunohistoquimica directa excepto que antes de la incubacion con el anticuerpo
biotinilado (en este caso un anticuerpo IgG de raton), se realizo su incubacién con el
anticuerpo primario contra la proteina de la fibra de la capside adenoviral de la subclase
C (figura 10).
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Figura 10: Procedimiento de la inmunohistoquimica indirecta. Ver texto
para detalles.

- Pruebas de laboratorio clinico

Se determinaron las siguientes pruebas de funcion hepatica (PFH): aspartato

transaminasa (AST), alanina transaminasa (ALT) y bilirrubinas totales para vigilar la

aparicion de hepatotoxicidad.
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CAPITULO 8

RESULTADOS

8.1 TOXICIDAD

Los estudios de toxicidad post-transduccion adenoviral mostraron los siguientes

resultados:

8.1.1 Hallazgos morfométricos

El peso corporal total de los grupos del estudio se muestra en las figuras 11y 12.

= [ Laparotomia(n=3) = § Sl 3 il =
- mPBSIA(n=3)
' MIX IA (n=8)

@ MIX U (n=4)

¥
\

Peso en gramos
£ 4

§

20 - il =
A7 - A 4 R4 < 2 0 3 5

Dias pre y post-tratamiento

Figura 11: Peso de ratas con cirugia. Se grafica la media + error estindar de los grupos de ratas
sometidas solo al procedimiento de laparotomia y aquellas transducidas con PBS siendo ratas
gestantes (PBS 1A) conformando los grupos control. La tercer columna (MIX IA) representa a ratas
gestantes transducidas con la mezcla adenoviral de los vectores empleados en este estudio (AdS/RSV-
gfp y Ad5/CMV-lacZ) y la cuarta columna (MIX IU) son ratas no gestantes transducidas con la misma
mezcla de vectores adenovirales. Se contemplan dias pre-tratamiento y dias post-tratamiento (d.p.t.),
siendo el maximo observado el dia 5 d.p.t. La n representa el nimero de muestras por grupo.
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Figura 12: Peso de ratas sin cirugia. Se grifica la media + error estandar del peso corporal de ratas
gestantes transducidas por vias independientes de cirugia: endovenosa tanto con buffer de fosfatos
(PBS EV) conformando el grupo control como con la mezcla adenoviral (MIX EV) y transduccion
intraperitoneal con la misma mezcla adenoviral (MIX IP). Se contemplan dias pre-tratamiento y dias
post-tratamiento (d.p.t.), siendo el maximo observado el dia 5 d.p.t. La n representa el nimero de

niuestras por grupo,

Se observa un aumento progresivo en el peso del grupo de ratas no operadas con
mayor variabilidad al compararse con las ratas operadas. El analisis estadistico entre
estos dos grupos (con y sin operacion) demostrd una diferencia significativa al dia 5

post-transduccion (p<0.05), debida exclusivamente a la cirugia (figura 13).

= | 0O Laparotomia (n=3) |
\ - | mbes =g
| @PBSEV (n=4)
} " @ MIXIA (n=8)
o @ MIX IU (n=4)
@ MIXEV (n=3)
- 0 MIX IP (n=3)

Sdpt

Figura 13: Peso corporal al dia 5 post-tratamiento (5 d.p.t.). Las primeras 3 columnas representan la
media aritmética de los grupos controles siendo la primer columna el grupo de ratas no gestantes
sometidas a laparotomia, la segunda columna el grupo de ratas gestantes con laparotomia e inyectadas
con PBS en 3 de sus fetos (PBS IA), la tercer columna es el grupo de ratas gestantes inyectadas con PBS
por via endovenosa (PBS EV). Las cuatro columnas finales representan a los grupos transducidos con la
mezcla adenoviral mediante las siguientes vias: intra-amnidtica (MIX IA), intra-uterina (MIX IU),
endovenosa (MIX EV) e intraperitoneal (MIX IP). Las barras en cada columna demuestran los errores
estandares de las muestras. Se nota claramente la diferencia estadistica entre los grupos de acuerdo a la
via empleada. No hay diferencias entre ratas gestantes (MIX IA) y no gestantes (MIX IU). La n
representa el nimero de muestras por grupo.
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El anélisis estadistico determina una diferencia significativa al dia 9 d.p.t. entre el

grupo control y el grupo experimental (p=0.047) (figura 14).

380

' OPBSEV (n=4)
360 ¢
| EMIXEV (n=3)

340" —

320 |

Peso (gr)

280 |

AT AMDIIET AMMAMTT Dl a2 “ . it L T T e

Dias post-transduccion (dpt)

Figura 14: Peso corporal total en grupos a largo plazo. Se observé la media y error estandar de ratas
gestantes transducidas con la mezela adenoviral (columna fucsia) o inyectadas con PBS (columna con
centro azul). La n representa el nimero de muestras por grupo.

En las figuras 15 y 16, se observo que no hubo diferencia estadistica significativa en

la temperatura de las ratas de los diferentes grupos (control o experimental) empleados.
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Figura 15: Temperatura corporal en grupos control. No existe diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos de rata inyectados con PBS (independientemente de la via
empleada) hasta el dia examinado (4 d.p.t.). n=3
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Figura 16. Temperatura corporal de ratas transducidas via intra-amniética con la mAd.
Se muestra que la transduccion intra-amnidtica (IA) con el vector adenoviral no afecta la
temperatura en el grupo de ratas gestantes al menos hasta el dia examinado (5 d.p.t.).

Después de sacrificar al animal por ex-sanguinacion previa anestesia, se realizo el

proceso de extirpacion de 6rganos y €stos se pesaron y se normalizaron de acuerdo al

peso corporal total de la rata que fueron extraidos, para lo cual se sacé la proporcion

entre el peso del organo y el peso corporal total. Se graficaron estas proporciones de

acuerdo al tratamiento recibido (PBS o mezcla adenoviral) y al estado gestacional

(figuras 17, 18 y 19). Después de realizar el analisis estadistico correspondiente, se

encontro una diferencia significativa en el peso del rifion (p=0.028) y bazo (p=0.000), de

acuerdo a la transduccion que recibieron (PBS o adenovirus) y de acuerdo al estado

gestacional.
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PBS = Buffer de fosfatos, MIX = Mezcla adenoviral, ngest MIX = Mezcla adenoviral en ratas no gestantes. n = 35
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Figura 17, 18 y 19: Proporcion del peso del érgano entre el peso corporal total. En la figura 17 se
observo la proporcion de distintos organos en base al tratamiento recibido por la rata: inyeccion con PBS
o transduccion con la mezcla adenoviral en ratas gestantes (columna azul y vino, respectivamente) y del
grupo de ratas no gestantes transducidas con'la mezcla adenoviral (columna amarilla). En la figura 18, se
muestra la proporcion del peso de distintos 6rganos de ratas inyectadas con PBS por distintas vias y en la
figura 19 se muestra igualmente la proporcion de distintos érganos pertenecientes al grupo de ratas
transducidas con la mezcla adenoviral por diferentes vias y en diferentes tiempos analizados (20 d.p.c. y

60 d.p.c.).

Al realizar el analisis estadistico, no se encontraron diferencias en las proporciones
de organos dependiente de la via de administracion empleada para inyectar la solucion
PBS o para transducir la mezcla adenoviral (p>0.05). Al analizar mediante analisis de
varianza cada uno de las proporciones entre los diferentes 6rganos y el peso corporal de
la rata, se encontro una diferencia significativa del rifion (p=0.028) y bazo (p—0.000) de

acuerdo a la transduccion que recibieron (PBS o mezcla adenoviral) y al estado

gestacional.

-26-



-Toxicidad debida a la transduccién adenoviral en ratas gestantes -
L.I.B.B. Naika G. Rueda Sanchez

8.1.2. Hepatotoxicidad

Para determinar la toxicidad hepatica, se realizoé la cuantificacion sérica de la
alanina transaminasa, aspartato transaminasa y bilirrubinas totales. El aumento en estos

valores con respecto a un grupo control sin manipulacion fue considerado como

hepatotoxico (figuras 20 y 21).
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Figura 20 y 21: Niveles de transaminasas (AST y ALT) y de bilirrubinas totales. La figura 20
demuestra que so6lo los niveles de ALT son menores en el grupo de ratas transducidas
endovenosamente con la mezcla adenoviral (p < 0.5) en el grupo de ratas gestantes. En la figura
21 no observamos diferencia alguna en el nivel de bilirrubina total en ninguno de nuestros grupos
de ratas gestantes analizados. n=27

Dado que los parametros bioquimicos varian de acuerdo al estado gestacional,
comparamos ratas no gestantes con ratas gestantes transducidas con la mezcla adenoviral

(figuras 22 y 23).
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Figuras 22 v 23. Niveles de transaminasas (AST vy ALT) y de bilirrubinas totales de acuerdo
al estado gestacional. n=26

El analisis de varianza univariado realizado de la transaminasa AST por via intra-

amnidtica (ratas gestantes) e intra-uterina (no gestante), demuestra que existe diferencia

significativa (p=0.0001-0.0004) de acuerdo a los grupos comparados; lo anterior implica

que el aumento observado en las ratas no gestantes transducidas con la mezcla

adenoviral es estadisticamente significativo. En el grupo de ratas prefiadas, no se

observé diferencia entre los grupos transducidos con PBS y con la mezcla de vectores

adenovirales. En el grupo de ratas no gestantes, se observé una diferencia significativa

(p—0.005) atribuible a la transduccion adenoviral. En el grupo a largo plazo transducido

por via endovenosa con la mezcla adenoviral o inyectado con buffer de fosfatos, no se

encontrd diferencia significativa (p = 0.064) entre los grupos; tampoco hubo diferencia
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significativa relacionada al tiempo o periodo en el que se tomé la muestra (5 o 45 dias

post-transduccion).

8.2 BIODISTRIBUCION

8.2.1 Amplificacién de ADN (de plasma) mediante PCR

Para determinar la distribucion tisular del adenovirus, se realizé la amplificacion
del ADN plasmatico de las ratas usadas en este estudio. El fragmento a amplificar

contuvo la secuencia CMV-lacZ (figura 24).

A
622 pb
527 pb -l ‘
404 pb |
ol 2
242 pb [ ’
238 5 - ] a—-‘
Variable: MgCl; 38 ciclos
B
5% O U9 el IS DINO By TPl e 5 e,
C+ PMCn 8G 10G 2G 3G 5A 12F 14F 2F PM

362 pb
331 pb

Figura 24: Fotografia de los geles de agarosa de productos de la PCR. La fotografia en A muestra las
condiciones de estandarizacion de la reaccién con concentraciones crecientes de magnesio; se observa la
banda esperada de 370 pb siendo el genoma adenoviral empleado como molde para la reaccion. En la
segunda fotografia (B) se muestran los productos de la PCR (tanto positivos como negativos) de las
muestras plasmaticas de ratas transducidas con la mAd con su control positivo respectivo (nuevamente
usando como molde 0.2 ng del genoma adenoviral). Ambos geles muestran el marcador de peso molecular
(PM) pBR digerido con Mspl. Cn=control negativo; C+=control positivo; PM= marcador de peso molecular
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Se realizd la estandarizacion de las condiciones optimas (de acuerdo a los oligos
usados) para la PCR (figura 24A). Se obtuvo que el 30% de las muestras de las ratas
transducidas por via intra-amnidtica e intra-utenna (ratas gestantes y no gestantes,
respectivamente) fueron positivos; mientras que el 50% de las ratas gestantes

transducidas por via endovenosa fue igualmente positivo (figura 24B).

8.2.2 Observacion directa de cortes en criostato

En la tabla IV, se muestran los resultados obtenidos de cortes realizados con
criostato de diferentes 6rganos obtenidos de ratas transducidas con la mezcla adenoviral

(AdS gfp-lacZ) por la via intra-amniotica (figura 25).

Tabla IV. Observaciones con microscopio con luz UV
de cortes congelados.

. ORGANO . NIVEL DE
FLUORESCENCIA

. Cerebelo . +

. Cerebro B +

s Pulmon i 4

. Higado ' ¥+

. Intestino . ++

. Ovarno del cuerno no ++
. trox
¢ Qvario del cuérno frnx . A

. Cuerno donde no se | » —+
*  transdyjo

. Cuerno donde se
realizo la transducccion

+, 4+ y +++

| Pancreas ” o
. Bazo . +
. Corazoén - +
. Rinon . ++

Se muestran distintos organos y su nivel de fluorescencia en cortes de
20 pum de grosor. n — 3.
Nivel de fluorescencia: + : leve, ++ : moderada y +++ : severa.
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C

Figura 25: Fotografias tomadas de cortes realizados en criostato observados
con microscopio con luz UV. Se muestran cortes de 20 um de grosor vistos con un
aumento 20X.. A) Higado; B) Pulmén y C) Cuerno Uterino.

8.2.3 Inmunohistoquimica

8.2.3.1 Indirecta (Anti-adenovirus serotipo 5)

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla V.

Tabla V. Resultados de la inmunohistoquimica indirecta.

Organos AdV Organos AdV
IAS Sistema + a++ pvanos y mucasa de cuemo
Cerebro o) . Reproductor utenno
diseminada tanto citoplasma como nuclear (1A, IU, EV)
de +++ a3 +
Cerebelo (+++capa granulosa y P, ++capa Corazha (1A) +++
moalecular y + sust. Blanca) (EV) ++
(IU) +++
Pulmo e
uimon a nivel de citoplasma; sefial diseminada Bazo +4+ distribuido a lo ancho del 6rgano
(EV) ++
(V) +++
(EV) +++ Otros
Higado (A \Prg)+ Intestino ++
Seial tenue a nivel de citoplasmay > +
nuclear a nivel de espacio porta en
comparacion con el espacio centrolobulillar
(IU) +++
Rifié6Nn (EV)*+ Pancreas ++
en epitelio tubular

Se empled un anticuerpo que reconoce la fibra adenoviral del serotipo 5 con una diluciéon a 1:1200
incubandose por 24 horas sobre cortes de 5 pm de grosor provenientes de bloques de parafina de los
diferentes organos que se muestran en la tabla. Nivel de deteccion: + leve (<30%), ++ moderada (30-80%) y
+++ severa (>80%0).
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Para confirmar los resultados de la tabla anterior, se realizo la
inmunohistoquimica anterior usando el anticuerpo en una dilucion igual a 1=800,
confirmando la positividad en ovarios de ratas gestantes transducidas por via intra-

amniotica y endovenosa y de ratas no gestantes transducidas intrauterinamente.

También se encontro positividad de sistema reproductor de crias provenientes de
ratas transducidas por vias endovenosa e intra peritoneal evaluadas a los 14 d.p.t. en la
rata madre (7 dias post nacimiento de las ratas crias).

8.2.3.2 Directa (Anti-proteina verde fluorescente).

Los resultados obtenidos se resumen en la tabla VI.

Tabla VI. Resultados de la inmunohistoquimica directa.

Organos GFP Organos GFP
Sistema
Cerebro + Reproductor +
Cerebelo +
Corazén (1a) +++
Pulmén {IA) + citoplasmico

+++ discreta a intensa en zona
Higado centrolobulillar Bazo +

(1A) +

Sefial intensa (citoplasmico vy

nuclear) en epitelio tubular no

Rifi6n glomerular.

(IU) +++ citoplasma en capsula sup.
(1A) ++

Se emplea el anticuerpo desarrollado en cabra contra la proteina verde fluorescente (GFP) a una dilucion del
stock de 1:50 incubandose por 48 horas sobre los cortes semifinos (5 um) de los bloques de parafina de los
distintos organos que se¢ muestran en la tabla. Nivel positividad detectado: + leve (<30°0), ++ moderada (30-
80° ) y +++ severa (>80°0).
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De los resultados de la tabla anterior, se deduce que la expresion o presencia de
la proteina GFP fue mayor en higado, corazén y rifién. Lo anterior es atribuible al gran

tropismo adenoviral existente en estos rganos.

8.3  Hallazgos anatomopatologicos

El bazo y el rifion se encontraron aumentados en peso en los animales
transducidos con la mezcla adenoviral de forma significativamente diferente en el grupo
de ratas no gestantes en comparacion con el grupo de ratas gestantes inyectadas con PBS
y en el caso del bazo, la diferencia estuvo dada principalmente por el estado gestacional

independiente de la transduccion.
Los dafios encontrados en estos 6rganos se muestran en la figura 26.
-Rifion: Desorganizacion de la estructura tubular, necrosis de tibulos proximales

y congestion glomerular;

-Bazo: Congestion sinusoidal y monoclonalidad celular.

y 1 1“.\1
. 'T \\/

Bazo Control 40X Bazo IAAde 40X Bazo V] Ade 40X

Figura 26: Fotografias con hallazgos anatomopatolégicos en rifién y bazo. Cortes semifinos tefiidos
con hematoxilina y eosina de tejidos controles o normales de lado izquierdo y los siguientes cortes
provenientes de ratas transducidas con la mezcla adenoviral en ratas gestantes y no gestantes,
respectivamente. Observaciones realizadas con el 40x de aumento.
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Estos hallazgos fueron severos cuando la transduccion adenoviral se realizd
mediante laparotomia exploratoria con exposicion de cuernos uterinos (tanto en ratas
gestantes como no gestantes), necrosis tubular leve (rifidn), sinusoides conservados y
congestion leve (bazo) cuando se realizo la transduccion via endovenosa e intra

peritoneal (tanto en ratas gestantes como no gestantes).

En cambio, en higado (figura 27) se encontrd dafio principalmente en ¢l grupo de

ratas no gestantes del siguiente tipo:

- Daiio leve a nulo en ratas gestantes transducidas con AdV (i.e. fendmenos

focales de regeneracion hepatica).

- Dano importante 0 severo en ratas no gestantes transducidas con AdV (i.e.
esteatosis micro y macrovesicular periportal; necrosis hepatica submasiva e infiltrado

linfocitario periportal y sinusoidal).

-4 cg\- Y
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Figura 27: Tincion hematoxilina —eosina de cortes semifinos de higado. Se muestra de lado izquierdo
un corte normal o control y cortes de ratas transducidas con la mezcla adenoviral tanto en ratas gestantes
cOmo no gestantes.

En otros organos examinados (encéfalo, pulmén, corazén, musculo estriado,
intestino, pancreas y capsula suprarrenal) no se encontraron diferencias en la estructura

tisular con respecto al mismo tejido en los grupos control dentro del estudio.
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CAPITULO 9

DISCUSION

A pesar de que en la literatura se menciona que del 90 al 95 % del transgen expresado
después de la transduccion endovenosa en modelos murinos se detecta en los
hepatocitos, existe una heterogeneidad no sélo de acuerdo al modelo de roedor (rata o
ratdn), sino que también de acuerdo a la cepa dentro de la especie en estudio (Lefesvre y
cols., 2003). En este trabajo se observé que el vector se disemina a otros érganos de la
rata (i.e. encéfalo, pulmon, nifidn, corazén, bazo, intestino y pancreas). Lo anterior

coincide con reportes previos en la literatura (Zinn y cols., 1998).

Los niveles de expresion de la proteina GFP captados por la inmunohistoquimica y la
observacion directa al microscopio con luz UV, de las laminillas con cortes tisulares
obtenidos en este trabajo, no fueron coincidentes en corazon, bazo y aparato

reproductor; sin embargo, ésto podria atribuirse a la sensibilidad de la técnica empleada.

En cuanto a los organos daiiados, independiente de su positividad a la presencia
adenoviral, estuvieron el corazon, el intestino, €l pancreas y la capsula suprarrenal. Lo
anterior podria explicarse por un diferente grado de tolerancia a la toxicidad adenoviral

de acuerdo al tejido.

El daiio a bazo y nifién coincide con su aumento de peso en los animales transducidos
con la mezcla adenoviral (AdS/gfp-lacZ), tanto en ratas gestantes como no gestantes,
mientras que dafio a higado de moderado a severo se identifico sélo en aquellas ratas
transducidas con la mezcla adenoviral en estado no gestante. Analizando el daiio a estos

mismos Organos en ratas gestantes se observo que el dafio fue decreciendo segun la via
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de administracion en el siguiente orden: via intra-amniotica, endovenosa e intra-

peritoneal.

El nivel elevado de AST en las ratas no gestantes transducidas intrauterinamente con
la mezcla adenoviral con respecto a las ratas control y a las ratas gestantes transducidas
con la mezcla adenoviral, implica que el microambiente en el estado gestacional
(hormonas, sistema inmunoldgico, etc.) atenua el dafio hepatotoxico en ratas gestantes,
mientras que en las no gestantes el dafio no es atenuado por estos mismos factores. Al
respecto, Snyder atribuye la produccién de interleucinas como IL-10, IL-6 y TGF-B1 a
glicoproteinas gestacionales que podrian contribuir a atenuar la respuesta inmune en

contra del adenovirus (Snyder y cols., 2001) (tabla VII).

Tabla VII. Funcion efectora de citocinas.

CITOCINA FUENTE FUNCION EFECTORA
IL-6 Linfocitos T CD4+, | Crecimiento y diferenciacion de células efectoras Ty B, y
Macrofagos, precursores hematopoyéticos.
Células cebadas, Induccion de proteinas de fase aguda.

Fibroblastos

IL-10 Linfocitos T CD4+, | Inhibe la secrecion de IFNy

Linfocitos B, Inhibe inflamacion por células mono nucleares
Macrdfagos
TGE-pI Linfocitos Ty B Inhibicion de la hematopaoyesis fomentada por IL-3+CSF
[FNy Linfocitos T Anti-viral; activacion de macrofagos; Expresion del MHC

de clase I y I en macrofagos y otros tipos celulares;
Diferenciacion de linfocitos T citotoxicos; Sintesis de
1gG2a por linfocitos B activados; Antagonista de varias
acciones de 1L4.

IL-4 Linfocitos T CD4+, | Activacion de la proliferacion de linfocitos T, células
celulas cebadas y cebadas y precursores hematopoyéticos.

estroma de médula | Induccion de MCH clase I1 y PCeR en células B; p75
osea IL2R en células T; switch o cambio de isotipos 1gG1 e
IgE.

Modificado de Tabla 10.1. p 175. Roitt 1. 1994 “Essential Immunology™ 8th Edition. Editonial: Blackwell
Science.

Al igual que en reportes previos, no se encontré dafio o alteracion fisica en el modelo
animal empleado durante este estudio. Adicionalmente, no se observo hepatotoxicidad

en las ratas gestantes transducidas con la mezcla adenoviral (AdS/gfp-lacZ).
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CAPITULO 10

CONCLUSIONES

En el presente trabajo se observé una menor recuperacion en peso corporal de
aquellas ratas cuya manipulacion requirio de laparotomia exploratoria con exposicion de
los cuernos uterinos a los 5 dias post operatorio examinado en comparacion con aquellas
ratas cuya manipulacion no involucré una cirugia. Se encontré que en los grupos a largo
plazo, s6lo hubo diferencia significativa entre grupo control y experimental a los 9 d.p.t.,
no observandose ésta a mayor tiempo (hasta 45 d.p.t.). En cuanto a la temperatura, ésta
no vario a lo largo del estado gestacional, ni se modifico por la transduccidon adenoviral

o la inyeccion de PBS por las diferentes vias empleadas.

En los diversos organos evaluados, tanto por microscopia con luz UV y en los cortes de
parafina sometidos a inmunohistoquimica, cualitativamente se detectd presencia
adenoviral diseminada en encéfalo (cerebro y cerebelo), pulmon, higado, intestino
delgado, pancreas, bazo, corazon, rifion y sistema reproductor. Las observaciones para
la proteina GFP correlacionaron tanto por observacion directa € inmunohistoquimica en
encéfalo, pulmoén, higado y rifion. Las vias EV e IU resultaron ser las de mayor
distribucion hepatica. En cuanto a la expresion o presencia de la proteina GFP, ésta fue

mayor en higado, corazon y nifion al examinarse por inmunochistoquimica.

En la evaluacion de los valores de laboratorio clinico obtenidos de AST, ALT vy
bilirrubinas totales, se encontrd que la transduccion con 3 x 10'° pv en ratas gestantes no
produjo hepatotoxicidad al dia evaluado (5 d.p.t.). Se observo diferencia significativa en
el valor promedio de ALT en las ratas transducidas con la mezcla adenoviral por la via
endovenosa, siendo éste menor al compararlo con el obtenido por el grupo control; sin

embargo, dado que la hepatotoxicidad evaluada por este parametro se da por el aumento
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en estos valores, la disminucion en el valor de las mismas no implicé efecto
hepatotéxico alguno. En cuanto al valor de AST, se observd un aumento en este valor
en el grupo de ratas no gestantes transducidas con la mezcla adenoviral, por lo que el

aumento podria corresponder al estado gestacional per se.

Anatomopatolégicamente, los érganos con mayor dafio debido a la transduccién
adenoviral fueron rifién y bazo, observdndose un mayor dafio tisular en ratas no
gestantes transducidas con la misma concentracién del vector adenoviral en nifion ¢

higado.
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METODOLOGIA DE LA TERAPIA GENICA
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ANEXO A
METODOLOGIA DE LA TERAPIA GENICA

La idea basica de la metodologia en la terapia génica se tenia desde los afios sesentas,
cuando varios investigadores (E. Tatum, Lederberg, A. Komberg y F. Anderson)
lograron visualizar los conocimientos que se podrian ir adquiriendo y la forma en la cual
podia llevarse a cabo la “manipulacion y seleccion de genes para tratar enfermedades

humanas mediante el empleo de virus benéficos” en lo que denominaban “terapia

virogénica”. (Anderson y cols., 1984).

Actualmente, la terapia génica se puede describir como la transferencia de material
genético a células aisladas (ex vivo) o directamente a tejidos (in vivo) para reemplazar
una proteina defectuosa o para ejercer un efecto terapéutico (Mulligan y cols., 1993;

Baumgartner y cols., 1999) (figura 28).

(Ex Vivo) (In Vivo)
Viral

No-Viral | No-Viral

Figura 28: La transferencia de informacion genética (ADN) puede llevarse a cabo de forma indirecta (Ex
vivo) cuando se extraen células para transducirlas in vitro para su posterior introduccion dentro del paciente;
también puede realizarse de forma directa mediante la inyeccion de la informacion genética al paciente. Lo
anterior empleando tanto vectores o acarreadores virales como no virales.
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Recientemente, se ha desarrollado la terapia génica in ufero o prenatal que propone la
microinyeccion del ADN benéfico en el embrion (i.e. células somaticas tempranas)
(Reporte 142, 2000). Esta terapia pretende aliviar y o curar enfermedades antes de que
los sintomas se presenten (Porada y cols., 1998; Lipshutz y cols., 1999). Las
enfermedades candidatas a ser tratadas por medio de esta técnica, deben de cumplir con

al menos uno de los siguientes requisitos:

-Deberan estar asociadas con altos nesgos de morbilidad y mortalidad para el
feto, ya sea in utero o posnatalmente;

-También se consideraran aquellas que no cuenten con una terapia post-natal
efectiva;

-Aquellas asociadas con anormalidades serias que sean corregidas o prevenidas
por el gen, aquellas diagnosticables in utero y que tengan una relacion bien
definida entre el genotipo y fenotipo;

-Aquellas que cuentan con un modelo animal que semeja estrechamente la

condicion humana.

(Wang y cols., 1997; Stein y cols., 1999; Reporte de RAC, 1998; Crews y cols.,
2001a).

Entre los beneficios que este tipo de terapia brinda, tenemos: la induccion de
tolerancia hacia el transgen y, probablemente hacia el vector; la disponibilidad de células
blanco y tejidos que son inaccesibles en adultos; la expansion clonal de células
transducidas de rapida proliferacién, en particular células totipotenciales, después de la
transferencia génica con sélo dosis bajas del vector integrado; la prevencion de la

manifestacion de enfermedades tempranas (Zanjani y cols., 1999; Crews y cols., 2001b).

Sin embargo, también existen riesgos para el feto que sera sometido a este tipo de

terapia los cuales van desde riesgos fisicos como morales (Fletcher, 1995; Reporte de
RAC, 1998):
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* Los riesgos de larga duracion provocados por el procedimiento, especialmente si

hay una falla abarcan desde la induccién del parto prematuramente, que se
ocasione sepsis, reabsorcion fetal, malformaciones, etc.

» Una posible mutacion insercional puede provocar malformaciones severas a la
activacion de oncogenes u otras anormalidades.

* Los efectos del diagndstico prenatal tanto en el sobreviviente como en otros hijos
en la familia debe ser estudiado.

* Estos pacientes (fetos tratados) requieren un seguimiento de por vida para

determinar las consecuencias a largo plazo.
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ANEXOB

VECTORES ADENOVIRALES

Los adenovirus (figura 29) fueron identificados en 1953 por Rowe y colaboradores en
cultivos celulares primarios derivados de adenoides humanos como agentes causales de
la degeneracion de este tipo de células. Posteriormente, otros grupos de investigacion
los observaron relacionados con enfermedades respiratorias agudas (sindromes
respiratorios febriles agudos). Son responsables de una pequeiia porcién de la
morbilidad respiratoria aguda en la poblacion general, y cerca del 5 al 10% de
enfermedades respiratorias en nifios. Los adenovirus también pueden causar
conjuntivitis y gastroenteritis infantil (Shenk y cols., 1996). A partir de 1993 se
empezaron a emplear para la transferencia de genes dentro de células de mamiferos por

las siguientes ventajas:

 introducen eficientemente ADN dentro de células huéspedes tanto ex vivo
como in vivo,

» son capaces de transducir células en division o quiescentes,

* no son inactivados por el sistema complemento in vivo,

« son redirigibles para transfectar diferentes células diana,

* raramente se integran al genoma de las células infectadas,

+ pueden ser facilmente producidos con altos titulos.

(Fields y cols., 1996; Massie y cols., 1998; Mountain, 2000; Havenga y cols., 2002).

A la fecha, se han identificado 51 serotipos adenovirales humanos agrupados en 6
subgéneros (subespecies A, B, C, D, E, y F) de acuerdo a sus propiedades de
hemoaglutinacion y criterios biofisicos y bioquimicos (De Jong y cols., 1999). Los

serotipos Ad2 y AdS (subgrupo C) han sido asociados con infecciones de vias aéreas
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superiores, al igual que el serotipo Ad3 (subgrupo B), aunque este Gltimo parece infectar
una regidn anatomica de las vias aéreas distinta. Los serotipos Ad8 y Ad9 (subgrupo D)
estan asociados con queratoconjuntivitis, Ad4 (subgrupo E) esta asociado con neumonia,
Ad12 (subgrupo A) es asociado con infecciones entéricas cripticas, y los Ad40 y Ad41
(subgrupo F) son asociados con gastroenteritis (Roelvink y cols., 1998). La mayoria de

las infecciones adenovirales en general, involucran al tracto respiratorio, gastrointestinal
o el ojo (AJC 1997).

Barra=100
nm

particulas teitidas negativamente de aproximadamente 80 nm de
diametro, aislados de heces. Se nota la tipica estructura hexagonal
producida por su estructura icosahédrica Estos virus contienen un
genoma de doble cadena lineal encapsulado en una cubierta
proteinica icosahédrica de 70 a 100 nm de didgmetro..  Las
particulas pequefias son virus adeno-asociados (satélites).

Numerosos estudios han demostrado que el tropismo adenoviral esta determinado por
el tipo de interaccidn existente entre la fibra de cada uno de los serotipos con receptores
celulares, principalmente el receptor CAR e integrinas (Bergelson y cols.,, 1997,

Dmitriev y cols., 1998).

La especificidad del receptor y la cinética de union y afinidad de las fibras
adenovirales con sus receptores celulares correspondientes contribuyen en el tropismo
adenoviral. Adicionalmente, la existencia de distintos receptores de internalizacion

sugiere interacciones proteina — proteina dependiente del serotipo adenoviral (Kirby y
cols., 2001).

- 46 -



-Toxicidad debida a la transducciéon adenoviral en ratas gestantes —
L.I.B.B. Naika G. Rueda Sanchez

Mecanismo para la infeccion celular por adenovirus.

Los pasos iniciales para la infeccion celular por el adenovirus involucran al menos
dos interacciones secuenciales entre el virus y la célula, cada una siendo regulada por un
componente proteinico especifico de la capside adenoviral. La primera unién entre el
adenovirus y los receptores de la superficie celular (CAR y dominio a2 de MHC-I) se da
mediante el dominio knob de la proteina de la fibra. Esta es seguida por la
internalizacion del virus con un endosoma recubierto con la proteina clatrina.
Posteriormente, el virus escapa del endosoma al acidificarlo mediante la interaccion de
un motivo arginina-glicina-acido aspartico (RGD) de la proteina base pentona con
integrinas celulares a,B; y a.s. Posteriormente a su escape del endosoma, el virus
parcialmente desmantelado es transportado mediante microtibulos y/o filamentos
intermedios tipo vimentina a los complejos de los poros nucleares y su genoma liberado
al nucleoplasma donde la replicacion viral se llevara a cabo (Dmitriev y cols., 1998;
Walters y cols. 1999; Glotzer y cols., 2001) (figura 30).

A’\+w
/3 '

» Base pentona nuclear |

' : Envoltura nuclear |
Fibra Membrana }
plasmatica |

Figura 30: Infeccién adenoviral. Mediante la interaccion entre proteinas en la superficie de la I
capside adenoviral y proteinas transmembranales celulares, se realiza la unién del adenovirus a la |
membrana plasmatica para su posterior endocitosis y desmantelamiento necesarios para la liberacion
del genoma adenoviral al nicleo celular para que se lleve a cabo su replicacion.

Modificado de: http://www.unizh.ch%7Ecellbio/pages/galleryPages/img06.himl '
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Solo 80-85°, de los adenovirus que se unen en el son internalizados. De estos, el
50°o pasa a endosomas en los siguientes 10 minutos. E1 90% de estos ultimos, en un
tiempo medio de S minutos es liberado al citoplasma antes de la formacién del lisosoma.
Se pueden observar particulas virales en los complejos de poro nuclear 40 minutos
después de la penetracion mediante microscopia electronica. Después de 120 minutos,
cerca del 40% de las particulas internalizadas han liberado su ADN libre de proteinicas

hexonicas (Shenk y cols., 1996).

Respuesta inmune al adenovirus

El vector es fagocitado por los macrofagos siendo su genoma lineal de doble cadena
alojado en el nicleo del macréfago en donde expresara las proteinas virales que seran
presentadas por las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC)
clase I a las células T CD8. Las células T CD4, activadas por los antigenos de la capside
viral, estimulan a los linfocitos T citotoxicos que destruiran a las células que hayan sido
infectadas y provocaran inflamacion. Adicionalmente, las células B son activadas para
secretar anticuerpos que neutralicen al vector. Estos anticuerpos neutralizantes impiden
el éxito de nuevas readministraciones del vector (Wilson y cols., 1996; Elkon y cols.,
1997)(figura 31).

Figura 31: Respuesta inmune al adenovirus. En el esquema se muestra el papel de la
respuesta celular y humoral despertada por las proteinas adenovirales.
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Vectores adenovirales por generacion

Los primeros genes adenovirales o tempranos regulan la expresion de los llamados
genes tardios y estan involucrados con el control del ciclo celular de la célula infectada.
En la ausencia o delecion de los genes tempranos, el virus no se replica in vivo, mientras
que los genes tardios pueden permanecer inactivos o dormidos; la anterior constitucién
genomica la tenian los llamados adenovirus de la primera generacion, su desventaja es la
corta duracion dentro de la célula (Yang y cols., 1994; Wilson y cols., 1996). También
se caracterizan por un tropismo caracteristico de acuerdo a la via de administracion

empleada in vivo (Kajon y cols., 1998).

Los vectores de la segunda generacion tienen deleciones adicionales en la region E3
para crear espacios para la insercion de transgenes. La region E3 suprime las respuestas
del sistema inmune del huésped durante la infeccion del virus, pero no se requiere para
la replicacion o empaquetamiento in vitro. Estos vectores desarrollan respuestas
inmunitarias e inflamatorias fuertes (Ali y cols., 1994). También s¢ han construido
vectores con delecion de otros genes tempranos adicionales, E2 y o E4 (Ginsberg y
cols., 1989). Los llamados “vectores vacios” (vectores con todos los genes wvirales
deletados) que han sido probados en modelos animales han dado respuestas
contradictorias de acuerdo a la inmunogenicidad, estabilidad de la expresién génica, y
persistencia in vivo de los vectores vacios (Kaplan y cols., 1997). De hecho, estas
propiedades pueden diferir dependiendo del disefio exacto del vector, el tipo tisular en el
que se introduzca el vector, y la naturaleza del inserto de ADN o transgen. Se ha
sugerido que la inclusion de regiones de union a la matriz nuclear pudiera facilitar la

expresion a largo plazo y persistencia de las secuencias del vector.
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ANEXO C

EMPLEO DE GENES REPORTEROS
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ANEXO C

EMPLEO DE GENES REPORTEROS

Los genes reporteros se emplean para evaluar la eficiencia de una transferencia de
genes de un vector particular a células procariotas o eucariotas (transformacidn y
transduccidn, respectivamente), asi como para identificar localizacién celular o
subcelular de una actividad metabdlica en células eucariotas, identificar posibles
dominios activadores y represores, realizar analisis mutacionales en promotores, evaluar

la expresion de secuencias promotoras, etc.

El producto del gen reportero debe ser facilmente detectable. Algunos de los genes
mas ampliamente usados como reporteros son el gen lacZ, gfp y gus (Holzinger y cols.,
1995; Brejc y cols., 1997; Casal y cols., 2001).

La proteina verde fluorescente (GFP por sus siglas en inglés), tiene un peso
molecular de 27 kDa constituidos por 238 aa. Esta compuesta por una sola cadena
polipeptidica y fluoresce a una longitud de onda méaxima de 508 nm cuando es irradiada
con UV. Esta proteina puede observarse in vivo y no requiere de ensayos preparativos.

(Niwa y cols., 1996; Bonner y cols., 1995; Guex y cols., 1999).
El gen lacZ codifica para la enzima beta galactosidasa; esta proteina es tetramérica,

pesa 464 kDa. Esta enzima cataliza la hidrélisis del sustrato X-gal, siendo los cristales

resultantes de color azul facilmente visualizable.
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ANEXO D

EL CICLO ESTRAL EN LA RATA
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ANEXO D
EL CICLO ESTRAL EN LA RATA

En los primates existe lo que se conoce como ciclo menstrual y en la mayoria de
especies de mamiferos el llamado ciclo estral, siendo ambos relativamente iguales (se
diferencian principalmente en su duracion). Se divide en 4 fases: Estro, Metaestro,

Diestro y Proestro.

PROESTRO. La hembra empieza a aceptar al macho. Es la fase antecesora a la
ovulacién. Dura 12 hrs.
Ovario: Maduracion de los foliculos.
. Endometrio:  Proliferacion  glandular,
’ ) =7 ' disminucion en los niveles de progesterona,
. liberacion de la hormona foliculo estimulante
5 ' « (HFE), crecimiento del foliculo y aumentan los

niveles de estrogenos.

L]
L Citologia vaginal: Células epiteliales

redondeadas con grandes nucleos. El aspecto del frotis es muy limpio.

ESTRO. Fase de receptividad sexual y en la que ocurre la ovulaciéon. Dura 12 hrs.

- Ovario: Foliculos maduros, endometrio con
proliferacion glandular, inicia la formacion del
cuerpo amarillo. Al final de esta fase disminuye la
hormona luteinizante (HL) y disminuyen los

estrégenos circulantes.

Citologia vaginal: Células epiteliales vaginales
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escamosas poligonales empaquetadas, no hay presencia de leucocitos y el aspecto

general del frotis es muy limpio, es decir, no hay presencia de mucina.

METAESTRO. La hembra rechaza al macho (No receptividad al macho). En fase
postovulatoria. Desarrollo del cuerpo liteo e inicia

r St . ‘ secrecion de progesterona. (Escaso material celular,

_« - - incluyendo leucocitos [coctel celular]). Dura 21 hrs.

/ : Citologia vaginal: Pueden observarse células

‘ escamosas, células epiteliales redondas con grandes

) ’ ) . J micleos y leucocitos. En algunas ocasiones, el aspecto
del frotis puede ser turbio debido a la presencia de

mucina.

DIESTRO. También se rechaza al macho. Fase del cuerpo amarillo. Existe influencia

de la progesterona luteinica sobre las estructuras

. - . .
¢ | h e sexuales accesorias. Dura 57 hrs.
M +
' . Ovario: Con uno, dos 0 mas cuerpos amarillos.
- [ ]
1 ° L - ' ’
™ - g ‘. P 3 . . . . .
. s e ! Citologia vaginal: Abundancia de leucocitos y la
s
L
o® o SIRS ,  cscasez de cualquier otro tipo de células. Se observa, en
& =FEN general, un porcentaje mayor al 50% de leucocitos..

NOTA: El mecanismo de los ciclos estrales se basa en los cambios de la citologia vaginal, que
estan regulados por las hormonas esteroides que actuan sobre los organos sexuales accesorios.
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