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RESUMEN
L.A.Q.B. Daniel Cervantes Garcia

Universidad Auténoma de Nuevo Ledn. Facultad de Medicina.

Fecha de Graduacién: Diciembre de 2006. Area de estudio: Terapia Génica.
Candidato para el grado de Maestria en Ciencias con Orientacién en Biologia Molecular e
Ingenieria Genética. Numero de Paginas: 60

Titule del Estudio: “EVALUACION IN VITRO DE VARS URRI6AA/A24 PARA
TUMORES VPH POSITIVOS”.

Antecedentes: El cancer cérvicouterino sigue siendo un problema de salud mundial,
presentandose la mayoria de los casos en paises en desarrollo. Ademas del tratamiento con
quimioterapia, radioterapia y cirugia, es necesaria la busqueda de nuevas estrategias terapéuticas
que permitan mejorar la calidad de vida de los pacientes. Los vectores adenovirales de replicacion
selectiva (VARS) son una opcién para la eliminacién de células con transformacion maligna. En
este trabajo se presenta la evaluacién de las caracteristicas replicativa y citotéxica de las
modificaciones genéticas individuales y combinadas a VARS dirigidos contra células
transformadas por VPH.

Objetivo: El objetivo de este estudio fue determinar las contribuciones en especificidad y
potencia de la inclusion del promotor URR dirigiendo la expresién de la modificacion A24 en el
gen E1A adenoviral.

Materiales y Métodos: Se generé un VARS Ad-URR/E1Awt que completaria la coleccién de los
VARS Ad-URR/E1AA24, Ad-A24 y Ad-wt. Se evalud la replicaciéon y citotoxicidad de los
VARS en lineas celulares VPH+ y VPH-,

Resultados: El VARS Ad-URR/E1AA24 no mostré una diferencia significativa en la
citotoxicidad y selectividad de los VARS Ad-URR/E1Awt, Ad-A24 y Ad-wt, en lineas celulares
VPH+. Sin embargo, se observé que este VARS muestra una atenuacién superior a los VARS
incluidos como controles y que dicha atenuacidn es sinérgica con respecto a la mostrada por los
VARS con las modificaciones individuales (Ad-URR/E1Awt y Ad-A24).

Contribuciones y Conclusiones: Estos resultados soportan la bioseguridad mejorada del VARS
Ad-URR/E1AA24 para su empleo en neoplasias relacionadas con VPH. El vector Ad-
URR/E1AA24 no tiene una potencia oncolitica diminuida en lineas celulares VPH+ comparada
con los vectores ya reportados Ad-A24 y Ad-wt. La inclusién del promotor URR dirigiendo la
expresién del gen E1AA24 incrementa la atenuacién del VARS Ad-URR/E1AA24 en lineas

celulares VPH- con respecto a los VARS Ad-A24 y Ad-wt.
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CAPITULOI.
INTRODUCCION

Cancer es un término genérico para un grupo de mas de 100 enfermedades que
pueden afectar a cualquier parte del organismo. También son empleados los
términos neoplasias y tumores malignos. Una caracteristica que define el cancer
es la rapida generacion de células anormales que crecen mas alla de sus limites
normales y son capaces de invadir zonas adyacentes del organismo y
diseminarse a otros 6rganos, un proceso llamado metastasis. El cancer se esta
convirtiendo en un factor cada vez mas importante en la carga de morbilidad
mundial. Actualmente hay 24,6 millones de personas con cancer, y se calcula
que en 2020 habra 30 millones. Para entonces, el cancer podria matar a mas de
10 millones de personas al aio. Segun las previsiones, el nimero estimado de
casos nuevos de cancer al afio aumentara de 10,9 millones en 2002 a 16
millones en 2020 si se mantiene la tendencia. Alrededor del 60 % de esos casos
se produciran en las zonas menos desarrolladas del mundo. Hoy en dia mueren

de cancer casi 7 millones de personas al afio (WHO, 2006).

En los paises desarrollados, el cancer es la segunda causa de mortalidad
después de las enfermedades cardiovasculares. Los datos epidemioldgicos
indican que esta tendencia empieza a observarse también en el mundo menos
desarrollado, particularmente en los paises "de transicion” o los paises de
medianos ingresos de Sudamérica y Asia. Mas de la mitad de los casos de
cancer ya se producen en los paises en desarrollo (WHO, 2006).

Se han vinculado varios factores causales a la apariciéon del cancer: un estilo de
vida poco saludable (consumo de tabaco y alcohol, alimentacion incorrecta,
inactividad fisica) vy la exposicion a carcindgenos ambientales y agentes
infecciosos (por ejemplo, el virus de |a hepatitis B o el papilomavirus humano). El
consumo de tabaco provoca el 30 % de los tumores malignos en los paises
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desarrollados; la alimentacion, el 30 % en esos paises y el 20 % en los paises
en desarrollo. La exposicidn a carcinégenos en los paises desarrollados es
responsable del 4 % de los casos de cancer; la exposicibn a los agentes
infecciosos provoca el 18 % de los casos en el mundo, la mayoria en los paises
en desarrollo {(WHO, 2006).

1.1 EI VPH y el CaCU

1.1.1 EI VPH y su clasificacion

Los virus del papiloma humano (VPH) pertenece al genero A de la familia
Papillomaviridae. Al menos 85 especies ya han sido bien caracterizadas. Todos
son epiteliotrépicos e infectan tipos especificos de epitelio. Cada uno de los
diferentes tipos se asocia con diferentes tipos de lesiones y con diferente
potencial oncogénico (Wolf y Ramirez, 2001).

El VPH preferentemente infecta epitelio basal a través de la microabrasiones.
Mas de 100 diferentes tipos de VPH han sido identificados, de los cuales
aproximadamente 40 infectan el epitelio genital y aproximadamente la mitad de
estos se encuentran clasificados como tipos de VPH de “alto riesgo” debido a su
asociacion con el cancer cervical (Tabla 1). Actualmente, los tipos de VPH 16,
18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 y 82 se clasifican como de alto
riesgo (Muhoz, 2000). Los VPHs de bajo riesgo incluyen los tipos 6, 11, 40, 42,
43, 44, 54, 61, 70, 72 y 81 (Muhoz, 2000; Sanclemente y Gill, 2002; de Villiers et
al., 2004; Bemard, 2005); estos virus se asocian comunmente a displasias de
bajo grado, células escamosas atipicas (ASCs), lesiones intraepiteliales
escamosas (SILs), lesiones intraepiteliales de bajo grado (SIL) y verrugas
genitales externas (Clifford et al., 2005).
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Tabla 1. Clasificacibn de VPH s de acuerdo al riesgo de producir lesiones

cancerosas.

Grupo de VPH Tipos de VPH

Alto riesgo VPH -16, VPH -18, VPH -45, VPH -56, VPH -31, VPH -
33, VPH -35, VPH -51, VPH -52, VPH -56 y VPH -58

Bajo riesgo VPH -6, VPH -11, VPH -40, VPH -42, VPH -43, VPH -

44, \VPH -54, VPH -61, VPH -70, VPH -72 y VPH -81

Los VPHSs se diseminan por medio del contacto sexual e infectan células basales
del epitelio estratificado a traves de pequeias disrupciones en el tejido. Aunque
la infecciéon por VPH interfiere con la funcion normal de la célula, raramente se
asocia con inflamacion o respuesta inmune agresiva. En células de displasias de
bajo grado, los genomas de VPH residen de manera circular, permanecen de
manera episomal hasta que se integran en el DNA humano en algunas
neoplasias de alto grado y en canceres. Las células infectadas eventualmente

liberaran viriones intactos (Wiley y Masongsong, 2006).

1.1.2 Organizacion gendémica del VPH

Los VPHs son una particula eicosahédrica no envuelta con un diametro
aproximado de 55-60 nm. Esta compuesta de 72 capsémeros (60 hexaméricas y
12 pentaméricas). Su genoma comprende un DNA de doble cadena circular de
7900 pares de bases (pb), acomplejado con histonas, y se divide en tres
regiones: region reguladora rio arriba, region temprana y tardia. El genoma de
VPH codifica sdlo ocho proteinas (figura 1). Los genes tardios L1 y L2 codifican
para proteinas de la capside viral, los genes tempranos son de E1 a E7, los
cuales codifican proteinas necesarias para la replicacion viral. E1 y E2 son
responsables para la transcripcion y replicacion viral, y E4 permite la liberacion

del virus de las células infectadas. Los genes E6 y E7 contienen las propiedades
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oncogenicas del VPH (Carr y Gyorfi, 2000; Jansen y Shaw, 2004; Ledwaba et
al., 2004; Simonson et al., 2005).

Distupcion del
o~ ciclo celular

Regulacion de expresion y ps3 I
replicacidn viral / pRb
A

Y
URR
ori

L1
Proteinas de £1
g <
Replicacidn
de DNA
e '\
€ Expresion
Ensambley génica

liberacidn

Figura 1. Organizacién del genoma de VPH.

1.1.3 Regulacion de la expresion de VPH

La regulacion genética de los VPHs reside en una porcién no codificadora del
genoma viral conocida como regién larga de control o LCR. Esta es un
segmento cuyo tamano varia entre los 800 y 1000 pb dependiendo del tipo de

VPH. La LCR controla la transcripcion de los genes tempranos del virus y



Fvaluacion in vitro de VARS URR16aa/A24 para Tumores VPH Positivos——

contiene sitios pdra diferentes factores transcripcionales que regulan la
transcripcion de los genes tempranos E6 y E7 en un mRNA policistrdnico a partir
del promotor Pg;. Funcionalmente se encuentra dividida en dos dominios
principales: el RE2, regulado por la presencia de la proteina viral E2 y donde se
localizan tanto el origen de replicacion del DNA viral, como el promotor
temprano; y el dominio CE (celular enhancer), un fuerte potenciador de la
transcripcion cuya activacion depende exclusivamente de factores
transcripcionales celulares. Actualmente se sabe que factores como la proteina
activadora 1 (AP1), el factor de transcripcion especifico de queratinocitos (KRF-
1), los factores SP1, TEF-1, TEF-2, Gre y Ying-Yang 1 (YY1) y la proteina E2
(Wu et al., 2006), entre otros, se unen a sitios consenso presentes en la LCR
que son importante en la regulacion tanto positiva como negativa de la misma.
Algunas de las proteinas que se han podido relacionar con efectos importantes
en la reguiacién tanto basal como tejido-especifica de VPH son factores
transcripcionales conocidos, tales como: SP1, OCT-1, NF1 y AP1, entre otros
(Alvarez-Salas y Lopez-Bayghen, 1995; Taniguchi et al., 1993; Romanczuk et
al., 1991; Velazquez-Torres y Gariglio-Vidal, 2002; Kammer et al., 2000; Zhi-
Ming y Baker, 2006; Hubert, 2005).

1.1.4 Efecto transformante de oncogenes E6 y E7

El papel mas importante para la transformacién maligna puede ser asignado
para los genes E6 y E7 y sus proteinas respectivas. Ambos son continuamente
expresados en tejido maligno, e inhibiendo su expresién se bloquea el fenotipo
maligno de células de cancer cervical. Se han descrito muchas funciones para
E6 y E7. Inicialmente se observé que E6 interacciona con p53, mientras que E7
interacciona con pRb, bloqueando asi la actividad de estos supresores de tumor;
en ambos casos se ha reportado la degradacion de ambos supresores de tumor.
Ademas, la interaccion de la proteina E6 con p53 y la proteina pro-apoptética

BAK resulta en la resistencia a la apoptosis e incremento en la inestabilidad
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cromosomica. Asimismo, la activacién de la telomerasa y la posible inhibicion de
la degradacién de cinasas de la familia SRC por la oncoproteina E6 parece
cumplir con importantes funciones en la estimulacién del crecimiento. Se ha
especulado que la estabilizacion de las formas activadas de miembros
especificos de cinasas de la familia SRC podrian contribuir al fenotipo
transformado por VPH. El inhibidor de cinasas dependiente de ciclina INK4A
(también conocido como p16) parece contrarrestar estas funciones. E7, por su
parte, interacciona y degrada pRb, lo cual libera el factor de transcripcion E2F
inhibidor de pRb. El resultado de la alta actividad de E2F podria llevar a la
apoptosis en células que expresan E7. Por otra parte, E7 estimula los genes de
fase S ciclina A y ciclina E, y parece bloguear la funcién del inhibidor de cinasa
dependiente de ciclina WAF1 (también conocido como CIP1 y p21) y KIP1
(también conocido como p27). Mediante induccion de la amplificacion de
centriolos, E7 también induce aneuploidia de las células que expresan E7, lo
cual contribuye a la tumorigénesis (Munger et al., 2004; Wemess, 1990; zur
Hausen, 2002; Burd, 2003; Scheffner et al., 1990; Scheffner et al., 1992).

1.1.5 Ciclo bioldgico del VPH

La infeccion inicial requiere al acceso de las particulas infecciosas a las células
en la capa basal, lo cual para algunos VPH se requiere un rompimiento del
epitelio estratificado. Existe controversia en cuanto a la existencia de un receptor
celular que permita la unién inicial del virus a la superficie de la célula, aunque
aigunos estudios han sugerido la dependencia de heparina sulfato {Giroglou et
al., 2001). La internalizacion de la viriones es un proceso lento y ocurre a través
de endocitosis por vesiculas cubiertas de clatrina (Day et al., 2003). El ambiente
reductor de la célula permite romper las uniones intracapsoméricas permitiendo
que el DNA se transporte al nicleo (Li ef al., 1998), ahi permanece episomal por
acciones de las proteinas E1 y E2 (Wilson et al., 2002). Las células basales

salen del ciclo celular y migran a las capas celulares suprabasales donde
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realizan un proceso de diferenciacién terminal. Durante la infeccion por VPH, las
proteinas E6 y E7 son expresadas en estas células, evitandose la restriccion del
ciclo celular (Fehmann y Laimins, 2003, Caldeira ef al., 2003). La union de E2 a
la regién reguladora rio arriba (URR, por sus siglas en inglés) inicia la expresién
de los oncogenes E6 y E7, permitiendo asi el arresto del ciclo celular. Los VPHs
codifican dos proteinas estructurales que se expresan en las capas superiores
del tejido infectado una vez que el genoma viral se ha amplificado. La proteina
mayor de la capside (L1) se expresa después de L2 permitiendo el ensamblaje
de particulas infecciosas en las capas superiores del epitelio. Los papilomavirus
no son liticos y no se liberan hasta que las células alcanzan la superficie epitelial
(Florin et al., 2002).

1.1.6 Epidemiologia del CaCU

El cancer cervicouterino (CaCU) sigue afectando la salud de mujeres de todo el
mundo, en especial en paises en desarrollo. Los carcinomas de tracto genital,
particularmente los de cérvix, corresponden casi al 12 % de todos los canceres
en la mujer, de tal manera que representan la segunda malignidad ginecolégica
mas frecuentes en el mundo. Cada ano se registran alrededor de 500,000
nuevos casos, de los cuales 80 % de ellos ocurren en paises en vias de
desarrollo. Alrededor de 250,000 de esos casos resultan en muerte (zur Hausen,
2002; Munoz et al., 2003; Valdespino-Gomez y Valdespino-Castillo, 2004). En
México, el INEGI reporté la deteccion de 2,610,961 mujeres que padecen de
CaCU en 2001. La tasa de defuncidn para ese mismo afo a causa de CaClU fue
de 16.74 defunciones de mujeres mayores de 25 aios por cada 100,000
mujeres (INEGI, 2004).

El cancer cervical es causado por infecciones con diferentes tipos de VPH. Los
VPHs son una de las causas mas comun de enfermedad de transmision sexual

en hombres y mujeres y se cree que sea la enfermedad viral mas cominmente
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transmitida via sexual en los Estados Unidos. Se ha reportado que el DNA de
VPH es detectable en mas del 99.7 % de los casos de cancer cervical invasivo.
El VPH-16 es el mas prevalerte en cerca del 50 % de las infecciones (Burd,
2003; Yamada ef al., 1997; Lillo, 2005; Bosch y Muiioz, 2002; Walboomers et al.,
1999).

1.1.7 El oncogén E7 de VPH y su relacion con el gen E1A adenoviral

La region temprana E1A del adenovirus humano tipo 5 codifica para dos
proteinas principales 243 y 289 residuos de aminoacidos (proteinas 243R y
289R) que corresponden a los dos transcritos principales de RNA 12S y 13S. El
iniciador exdn tiene una longitud de 553 nucledtidos en el trascritos 13S y 415
nucledtidos en el 12S. El segundo exén es idéntico en las dos proteinas y
codifica para 104 aminoacidos en comun de ambas proteinas. Dos regiones
altamente conservadas entre los diferentes serotipos adenovirales se
encuentran en los primeros 139 aminoacidos, llamadas regién conservada (CR1)
(aa 41 - 72) y CR2 (aa 115 - 137) (Avvakumov et al., 2004). Estas dos regiones

conservadas son cruciales para la unién e inactivacion de la proteina pRb.

La proteiné E1A se une al dominio B (B-box) de pRb. Como ya se menciond
anteriormente, una caracteristica de la proteina pRb es que se une a la
secuencia LxCxE el cual se encuentra en la region CR2 (aa 122-126). El
desplazamiento de proteinas celulares, entre las que se incluye E2F, que
interactian con el dominio conservado de pRb B-box por accién de un dominio
LxCxE es un mecanismo importante por el cual E1A interfiere con pRb (Morris y
Dyson, 2001; Felsani ef al., 2006).

La molécula E7 de VPH de cepas de alto riesgo contiene tres regiones
funcionales: CR1 a CR2 en la mitad amino-terminal, y un dominio de dedos de

zinc en la region carboxilo-terminal. Mientras que CR1 y CR2 muestran
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homologias estructurales y funcionales con la proteina E1A y regiones del
antigeno T de poliomavirus, el dominio de dedos de zinc aparece como Unico y
no tiene homologia con E1A ni el antigeno T. Como lo hacen E1A y el antigeno
T, la proteina E7 de VPH 16 se une a miembros de la familia pRb y causa la
liberacion del factor de transcripcion E2F y la consecuente transactivacion de
genes de respuesta a E2F necesarios para la progresion del ciclo celular {Muller
y Helin, 2000).

Asi pues, la oncoproteinas virales E1A y E7 tienen un disefioc comparable con el
fin de realizar tareas analogas relacionadas con la infeccién y transformacién de
la célula huésped, y entre estas tareas, la mas importante, es la del deterioro de
las funciones de pRb. Este punto en comin de ambas infecciones ha permitido
explorar nuevas vias en el tratamiento del CaCU.

1.1.8 Estrategias terapéuticas contra el CaCU

La mayoria de los pacientes pueden ser manejados con cirugia, radioterapia o
combinacién de ambas. La quimioterapia se ha empleado en pacientes con
enfermedad avanzada, recurrente 0 con sensibilidad a la radiacién. Los agentes
activos incluyen cisplatino, 5-fluorouracilo (5-FU), hexametilmelamina y
vincristina. Recientemente se ha tomado interés por el uso de la quimioterapia
como agente radiosensibilizador. Los agentes activos incluyen la hidroxiurea, 5-
FU y cisplatino (Fauci et al., 1998). Ademas, es posible realizar modificaciones a
dichos agentes quimoterapéuticos para que mejoren su eficacia contra el cancer,
como €s el caso de una nueva droga polimérica para el tratamiento del CaCU
que consiste en la incorporacion al cisplatino de un poli{etilen-co-vinil acetato)
(EVAc) de manera que se permite una liberacion rapida y luego lenta de
cisplatino (Keskar ef al., 2006). Varios agentes antivirales han sido indicados
para el tratamiento de la infeccion por VPH, entre ellos se encuentran el
imiquimod (Andel-Haq et al., 2006).
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Ya se han desarrollado estrategias preventivas para el desarrolio del CaCU
expiotando la inmunogenicidad generada por los productos de las regiones L1 y
L2. Dos companias farmacéuticas, Merck y Glaxo-Smith-Kline han desarrollado
una vacuna activa contra tipos de VPH, la vacuna es llamada VLP L1. La vacuna
de Merck, Gardasil®, es cuadrivalente y esta dirigida a VPH tipos 16/18/6/11.
Fue aprobada el 8 de junio de este afio para su uso en mujeres de 9 a 26 anos
de edad. La vacuna de GlaxoSmithKline, Cervarix®, es una vacuna bivalente
para VPH tipos 16/18 y actualmente se encuentra en la fase Il de ensayo clinico
(Stanley, 2005; Harper et al., 2006; Speck y Tyring, 2006).

Otra estrategia dirigida al tratamiento de CaCU incluye el uso de vectores
adenovirales para fines de terapia génica. La terapia génica para CaCU se
enfoca a diversas estrategias, entre las que se incluye: (1) Inactivacién de la
expresion de genes involucrados en el desarrollo del cancer empleando
ribozimas y oligonucledtidos que interfieran con la traduccion del mRNA de E6 y
E7 principalmente (Alvarez-Salas et al., 2003; Hamada et al., 2006). (2)
Transduccién de las células tumorales por un transgén que mejore la respuesta
inmune (Ahn et al., 2003; Jin et al., 2005) o sensibilice a radio- o quimioterapia
(Wybranietz et al.,, 2001; Huh et al., 2003). (3). Otra estrategia interesante ha
sido la creacion de adenovirus que replican preferentemente en células
transformadas por VPH; esto puede ser posible si mutaciones en los genes
tempranos

E, que afectan la replicaciéon adenoviral, son complementadas por la presencia
de oncogenes de VPH. Dicha estrategia es mejor conocida como viroterapia
oncolitica (Shillitoe, 20086).
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1.2 Una nueva estrategia de terapia génica contra el cancer

1.2.1 Estructura genética del adenovirus

El adenovirus es un particula icosahédrica no envuelta, con un tamaio de
alrededor de 70-90 nm, una cubierta proteica extema y un nucleocapside
interna. Las caras de la capside estan compuestas de trimeros de la proteina
hexon, como también de algunos componentes menores (pllla, pVI, pVIll y plX).
Los vértices de la capside contienen la base pentdn responsable de la unidén de
los viriones a la superficie celular. La nucleocapside del adenovirus contiene el
DNA viral como también pV, mu y la proteina tipo histona pVIl. El genoma es un
DNA de doble cadena lineal de aproximadamente 36 kb de largo. Cada extremo
del genoma tiene una repeticién terminal invertida (ITR) de 100-140 pb a la cual
la proteina terminal se encuentra covalentemente unida. Los genes son
codificados en ambas cadenas de DNA en una serie de unidades de
transcripcibn sobrelapadas (figura 2). Los viriones también contienen
aproximadamente 10 copias de la proteasa adenoviral, una cisterna
endopeptidasa que rompe muchas de las preproteinas estructurales en su forma

madura al final de la etapa de ensamblaje viral (McConnell e Imperiale, 2004),

11
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MLP 4 12 L3 L4 L5

> = sy

ITR E2 E4 ITR

Figura 2. Mapa del genoma adenoviral y unidades de transcripciéon. A los
extremos se encuentran las regiones ITR izquierda y derecha, (¥) sefial de
encapsidacion, unidades de transcripcion tempranas (E1A, E1B, E2, E3y E4) y
la unidad de transcripcién tardia mayor (promotor tardio mayor [MLP], L1-L5).

1.2.2 Viroterapia oncolitica

La terapia génica busca tratar el cancer mediante la introduccion de genes que
podrian matar células tumorales, mediante su sensibilizacion a otras terapias.
Muchas de las estrategias de terapia génica emplean virus no replicativos para
evitar el riesgo de diseminacion viral descontrolada. Estos virus no replicativos
pueden ser capaces de transferir alguna caracteristica a la célula tumoral, como
la capacidad de restablecer los mecanismos de correccién de dafo al DNA,
responder a agentes citotéxicos administrados, inhibir la capacidad de
desarrollar nuevos vasos sanguineos o mejorar la respuesta inmune contra
células tumorales (Wadhwa et al., 2002). Si una de las metas es eliminar células
neoplasicas, se puede aprovechar la citotoxicidad inherente a la replicacién viral.
Asi pues, al infectar una célula y una vez que se ha completado el ciclo viral, se
puede inducir la lisis de la célula huésped, permitiendo ademas la diseminacion
de nuevas particulas virales a otras células (figura 3) La idea de emplear virus
de replicacion selectiva en la batalla contra el cancer se denomina viroterapia

oncolitica. Una gran variedad de virus con potencial terapéutico estan bajo

12
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estudio, estos pueden dividirse en dos grupos: cepas de virus oncoliticos
silvestres y virus con modificaciones genéticas para lograr selectividad tumoral
(Everts y van der Poel, 2005).

Célula normal Célula tumoral

Replicacion viral
blogueada

Replicacion viral

T ——

Destruccion celular
y diseminacion viral

Figura 3. Mecanismo de accidén de VARS sobre células tumorales.
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1.2.3 Estrategias moleculares de la viroterapia oncolitica

Uno de los virus mas ampliamente estudiados han sido los adenovirus, en
particular los serotipos 2 y 5. Los vectores adenovirales de replicacion selectiva
(VARS), pueden replicarse selectivamente en varios tipos de células tumorales.
Se han desarrollado dos estrategias moleculares principales para dirigir VARS
directamente a células tumorales. La primera estrategia involucra la delecion de
genes adenovirales que son necesarios para la replicaciéon del virus en células
normales. Estos incluyen los genes E1A y E1B, los cuales son responsables de
la inactivacion de las proteinas supresoras de tumor pRb y p53 (Ludlow y Skuse,
1995; Green y Seymour, 2002), cuyos genes frecuentemente se encuentran
mutados en células cancerosas (Jones, 1990). La segunda estrategia involucra
el uso de promotores especificos de tejido o tumor, tales como AFP, MUC1 y
PSA, para dirigir la expresion de genes adenovirales que son esenciales para la
replicacidn. Este avance, sin embargo, esta limitado a tipos especificos de tumor
que expresan los antigenos especificos correspondientes (Robson y Hirst, 2003,;
Sadeghi y Hitt, 2005; Kanerva y Hemminki, 2005). Asi pues, la combinacién de
atenuacion, promotores especificos de tumor y la terapia génica estandar para
entrega de genes terapéuticos, pueden resultar en una interaccién sinérgica que

mejore asi el potencial terapéutico de los VARS (Post et al., 2003).

1.2.4 Atenuacion de genes de replicacion adenoviral

Para lograr el arresto del ambiente celular, los adenovirus expresan los genes
tempranos E1TA y E1B. La proteina E1A, especificamente el dominio CR2,
compite con E2F para su unién a pRb. E2F se encarga de la expresion de genes
relacionados con ciclo celular (ciclina E) y su liberacion permite la progresion de
G1 a S (Dahiya et al., 2000; Alevizopoulos et al., 2000). Por otra parte, la
proteina E1B-55 kb es capaz de unirse e inactivar a p53, por lo que hay arresto

14
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en apoptosis y ciclo celular (Wienzek et al., 2000; Zhao y Liao, 2003). Los genes
P53 y RB1 frecuentemente se encuentran mutados durante la tumorigénesis,
manteniendo la capacidad de respuesta de inhibicién de ciclo celular o apoptosis
al comprometerse el DNA celular (Hickman et al., 2002). Asi pues, los productos
de los genes E1A y E1B pueden ser eliminados en células tumorales sin perder
la capacidad de replicacion del adenovirus. Por otra parte, las particulas
adenovirales que carezcan de las funciones de E1A y E1B, seran incapaces de
replicarse en un ambiente con las funciones p53 y pRb intactas, como ocurre en
las células nomales (Liu y Kim, 2005; Berk, 2005). Ademas de genes
relacionados con la replicacién adenoviral, es importante considerar aquellos
que permiten una mejor diseminacién lateral del VARS, como el gen E1B-19k
(Subramanian et al., 2006).

El primer VARS descrito, llamado di1520 o ONYX-015, fue publicado por
Bischoff et al. (1996) Este presenta una delecién en el gen E1B que impide la
expresion de la proteina E1B-55 kd. La estrategia es que la inactivacion de p53
en células cancerosas, pero no en células normales, compensara la ausencia de
E1B-55 kd, permitiendo la replicacion adenoviral, mientras que en células
normales, la funcién de p53 reconocera la presencia de un agente adenoviral y
se provocara la detencidn de ciclo celular y ia resolucion de la infeccion. ONYX-
015 ya ha sido probado en mas de 250 pacientes en diferentes ensayos clinicos,
mostrando buena tolerancia en dosis de mas de 2x10'? particulas virales (Kimn,
2001). En un ensayo clinico, se administr6 ONYX-015 intratumoralmente a
pacientes con tumor hepatobiliar y se demostré que el vector es seguro y bien
tolerado. Algunos pacientes tuvieron evidencia de efecto anticancer (Makower et
al., 2003). En otro ensayo clinico, se determind que la inyeccién intratumoral en
pacientes con carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello recurrente
producia una modesta actividad antitumoral y que ademas tenia efectos téxicos
leves (Nemunaitis et al., 2001). Estos resultados tan divergentes muestran que
la eficacia antitumoral de ONYX-015 puede depender en gran parte de las
caracteristicas de la neoplasia, como del paciente.

15
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Fueyo ef al. (2000) describieron un nuevo VARS denominado Ad-A24. Este
VARS presenta una delecién de 24 pb en la regibn CR2 del gen E71A. Esia
region resulta importante por su interaccién con pRb. La mutacion de este gen
provoca la liberacion del factor E2F y la progresion del ciclo celular de G1 a S.
La ausencia de la regibn CR2 permite a una célula normal mantener el arresto

del ciclo celular cuando es infectada por el vector.

1.2.5 Promotores tejido especifico empleados en VARS

Otra estrategia para lograr la selectividad tumoral en la replicacion del
adenovirus consiste en la regulacion de la expresién de genes adenovirales
involucrados con la replicacion. Los niveles de expresion de E1A modifican el
grado de replicacién adenoviral (Zheng et al., 2005). Dicha regulaciéon puede ser
lograda mediante el empleo de promotores tumor o tejido especifico. Los
principales promotores tejido especificos se enlistan en la tabla 2 (Harrington et
al., 2000; Robson y Hirst, 2003). Estos promotores se encuentran bajo
evaluacion preclinica y clinica para su empleo en VARS. En la siguiente tabla se
enlistan algunos ejemplos de VARS reportados que emplean promotor tejido

especifico:
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Tabla 2. Ejemplos de promotores especificos de tejido empleados en VARS.

VARS Promotor especifico de tejido Referencia
CN706 Antigeno prostatico especifico  Rodriguez et al., 1997
AvE1a04i Alfa-fetoproteina Hallenbeck et al., 1999
Adv-TERTp-E1A  Telomerasa Huang ef al., 2003
OvVv798 Antigeno carcinoembrionario Li et al., 2003
CG7870 Probasina de rata (E1A) y Dilleyetal., 2005
antigeno prostatico especifico
(E1B)

1.3 Propuesta de una estrategia de viroterapia oncolitica contra el CaCU

Delgado-Enciso (2004), en su tesis doctoral, construyé una serie de VARS que
presentaban deleciones en las regiones CR1 y/o CR2 del gen E1A del
adenovirus humano tipo 5 (figura 4). Los ensayos de replicacién y citotoxicidad
arrojaron como resultado que el vector Ad-URR/E1AA24 es altamente selectivo y
potente en comparaciéon a los demas VARS construidos. Ademas ya se ha
demostrado que el VARS Ad-A24 tiene una potencia similar al Ad-wt en lineas
celulares VPH+ (Balagué et al., 2001); sin embargo también se ha demostrado
que la inclusidén de promotores tejido especificos disminuyen su potencia (Majem
et al, 2006; Ren ef al., 2006). Es por eso que en el presente trabajo se planted
la construccién de un VARS Ad-URR/E1Awt, completando asi la coleccién de
VARS en los que se incluye el promotor URR. Asi pues, se evaluaron los VARS
que presentan las modificaciones individuales (Ad-URR/E1Awt y Ad-A24) y el
VARS con la combinacién de ambas modificaciones (Ad-URR/E1AA24), con la
finalidad de determinar la aportacion en términos de potencia y selectividad de

las modificaciones (figura 5). Es importante resaltar que estos resultados
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proveen mas datos en términos de bioseguridad para el empleo del VARS Ad-
URR/E1AA24 con miras a un futuro tratamiento de paciente con CaClU en
estadios avanzados, ya que el VARS propuesto tiene la capacidad de atacar

tumores primarios y también tiene la posibilidad de diseminarse y atacar
metastasis sistémicas

Codon 41 80 121 139 188
Native promoter Il cR1 HIlITY: _ cr3 IR\
B
C
D

Figura 4. Construcciones adenovirales reportadas por Delgado-Enciso (2004).

(A) Ad-wt. (B) Ad-URR/E1ACR1-. (C) Ad-URR/E1AA24. (D) Ad-URR/E1ACR1-
A24. (E)Ad-Bgal.
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Codon 41 80 121 139 188

Native promoter lllcr1 HITY) cr: HHN.)

122 129

promote B

Figura 5. Construcciones adenovirales incluidas en este trabajo. (A) Ad-wt. (B)
Ad-A24. (C) Ad-URR/E1Awt. (D) Ad-URR/E1AA24.

1.4 Justificacion

El Laboratorioc de Terapia Génica cuenta con una serie de VARS para el
tratamiento de neoplasias VPH+. Estos VARS presentan como modificaciones el
promotor URR y/o una delecién en el gen E1A (A24). En este trabajo se desea
estudiar si ambas modificaciones incrementan el poder oncolitico y la
selectividad por mecanismos aditivos o sinérgicos. Los resultados de estos
estudios nos permitiran tener mas datos preclinicos de bioseguridad y eficacia

terapéutica con miras a futuras aplicaciones clinicas.
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CAPITULO II.
OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Determinar si la expresion del gen E1AA24 bajo la regulaciéon del promotor URR
en un VARS incrementa la eficacia oncolitica y la especificidad replicativa de

manera aditiva o sinérgica.

2.2 Objetivos especificos

1. Construir un vector adenoviral de replicacion selectiva en el cual la expresion
del gen E1A se encuentre regida por el promotor URR y preparar una
coleccidn de VARS que portan una sola de las modificaciones a estudiar
(URR y A24).

2. Determinar, mediante ensayos de replicacion viral, la capacidad replicativa
de los VARS en lineas celulares VPH+ y VPH-.

3. Determinar la eficacia oncolitica, mediante ensayos de citotoxicidad, de cada
VARS en lineas celulares VPH+ y VPH-.
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CAPITULO il
MATERIALES Y METODOS

3.1 Material biologico

3.1.1 Células competentes y lineas celulares

Se emplearon las células competentes XL1-Blue (Stratagene, La Jolia CA) vy
BJ5183 (Stratagene, La Jolla CA). Se emplearon lineas celulares VPH positivas:
SiHa (ATCC HTB-35™, carcinoma de células escamosas de ceérvix grado ),
CaSki (ATCC CRL-1550™, carcinoma epidermoide de cérvix), HeLa (ATCC
CCL-2™_  adenocarcinoma epitelial de cérvix) y TC-1 (CRL-2785™, epitelio de
pulmon de raton inmortalizado). Ademas de las lineas celulares VPH negativas:
Huh7 (carcinoma hepatocelular), HepG2 (carcinoma hepatocelular), JAR (ATCC
HTB-144™  coriocarcinoma de placenta)) HuTu 80 (ATCC HTB-40™,
adenocarcinoma de duodeno), SK-N-SH (ATCC HTB-11™, neuroblastoma) y
HEK-293 (ATCC CRL-1573™  rifidn embrionario humano).

3.1.2 Vectores adenovirales de replicacion selectiva
En este estudio se incluyd el VARS que porta el promotor URR especifico de
tejido epitelial con la delecion en CR2 en el gen E1A, Ad-URR/E1AA24, ya

descritos por Delgado-Enciso (Tesis doctoral, 2004). Ademas se agregaron los
VARS controles: Ad-A24, Ad-URR/E1Awt y Ad-wt.
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3.1.3 Plasmidos

El laboratorio de Terapia génica cuenta con los plasmidos pSK pA URR GFP,
pSp pA GH(2.4) E1wt y pBHG10 (Microbix Biosystems, Canada), los cuales
fueron propagados en células XL1-Blue. Ei DNA plasmidico fue extraido por los
métodos de mini y midiprep descritos por Sambrook y Russeli (2001). En la
figura 6 se muestran los mapas de los plasmidos indicando los sitios de

restriccion que fueron empleados para la caracterizacion.

Seiial de Encapsidacion Spel (366)
Xhd (669) Kan

GH24

pSK pA URR GFP Xhol (2981)

5131 bp

pSp-pA-GH(2.4)-Elwt §

Brazo lzquierdo &

(SN

l‘ Spel (1947)

[
HindI11 (1974, Brazo Derecho

{Avdl (2663)
pA URR

E4 AmpR

Brazo Derecho

Xhol (26317)
Xhol (7311)

Xhol (9777)

Xhol (11222)

Xhol (11817)

Figura 6. Mapas de plasmidos pSK pA URR, pSp pA GH(2.4) E1wt y pBHG10,
los cuales fueron empleados para la generacion del VARS Ad URR/E1Awt.
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3.2 Materiales y reactivos

A continuacion se mencionan enzimas, medios de cultivo celulares, estuches y
material de plastico empleados durante el desarrollo del trabajo.

A. New England BioLabs® (Ipswich, RU)
Hindll

Avrll

Xhol

Spel

B. EPICENTRE® Biotechnologies (Madison, Wl)
MasterAmp™ Taq DNA Polimerasa

C. Promega (Madison, WI)
T4 DNA Ligasa Amortiguador Pack

D. QIAGEN (Hilden, Alemania)
Estuche QIAEX Il Gel extraction

E. Invitrogen™ y Gibco® (Carlsbad, CA)
Lipofectamina™ 2000

Medio Advanced Dulbecco's Modified Eagle
Suero bovino fetal, certificado

Tripsina 0.25 %

F. Sigman-Aldrich (St. Louis, MO)
Acetato de potasio

Acido bérico

Cloroformo

Cloruro de calcio
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Dodecil sulfato de sodio
EDTA

Fenol

Fosfato dibasico de sodio
Fosfato monobasico de sodio
Glucosa

Hidroxido de sodio

G. Amresco® (Solon, OH)
Acido borico

Agar bacteriolégico
Agarosa

Cloruro de sodio

Extracto de levadura
Triptona de caseina

Tris

H. Merck {Whitehouse Station, NJ)
Alcohol etilico
Acido acético glacial

l. Corning y Costar (Costar City, NY)
Tubos para microcentrifuga 1.5 mL
Tubos para microcentrifuga 2 mL
Puntas para pipeta 20 ulL

Puntas para pipeta 200 pL

Puntas para pipeta 1000 pL

Criotubos 2 mL

Botella para cultivo celular de 25 cm?
Botella para cultivo celular de 75 cm?

Botella para cultivo celular de 150 cm?
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J. VWR™ (Edmonton, Canada)
Cajas Petri 100 mm

Pipeta serologica 5 mL

Pipeta serol6gica 10 mL

Pipeta seroldgica 25 mL

K. Otros
Bromuro de etidio Amersham Bioscience (Piscataway, NJ)
Azul Alamar Biosource International (Camarillo, CA)

Slide-A-Lyzer® 10K Pierce (Rockford, IL)
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3.3 Estrategia general

En la figura 7 se muestra la estrategia general para la elaboracién del VARS Ad
URR/E1Awt asi como la evaluacion in vitro.

Construccion del vector Recombinacion de genoma
acarreador pSp URR/E1Awt completo de adenovirus

b 4
Produccion del VARS \_/
en células HEK 293 Genoma del VARS

M pAd URR/E1Awt

Poder replicativo Sl Citotoxicidad

Figura 7. Estrategia general para la elaboracion del VARS Ad-URR/E1Awt y su

evaluacion in vitro.

20



Fvaluacion in vitro de YVARS URR16aa/A24 para Tumores VPH Positivos——

3.4 Construccion del plasmido pSK-pA-URR

Para la creacién del plasmido pSK-pA-URR se realizé la reaccion de digestion
del plasmido pSK-pA en los sitios Hindlll y Awvrll, los cuales se encuentran en el
extremo 3' de la sefial de poliadenilacién, ésta funciona como un aislante
transcripcional al bloquear la actividad promotora de la region ITR del VARS. El
fragmento correspondiente al URR se obtuvo por digestion en los sitios Hindlll y
Avrll del plasmido pSK-pA-URR-GFP, este fragmento tiene un tamano molecular
de 689 pb y se purificé con el estuche QIAEX Il Gel extraction. El fragmento
URR se ligd con el vector pSK-pA-URR vy la reaccion se utilizd para transformar
células XL1-Blue. En la figura 8 se muestra la estrategia para la creacion del
plasmido pSK pA URR.

Hindlll (690)

; g pSK pA TK '
pSK pA URR GFP .J Cim 3201bp Avrl (733)

5131 bp =

pPA
URR

Hindill (1974) é
Avril (2663 URR Xhol (3827) YRR :

pA

pA

pSK TKpA URR

3847bp

Spel (926)

AmpR

Figura 8. Estrategia para la construccién pSK-pA-URR. El fragmento URR (689
pb) fue ligado en el plasmido pSK-pA en los sitios Hindlll y Avril.
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3.5 Construccion de plamido pSp-URR/E1Awt

El vector acarreador pSp-URR/E1Awt se creé a partir del plasmido pSp-pA-
GH(2.4)E1wt. El fragmento pA-URR (946 pb) se liberd mediante digestion del
plasmido pSK-pA-URR en los sitios Xhol y Spel, purificd y ligd en los sitios Xhol
y Spel del vector acarreador pSp-pA-GH(2.4)E1wt. La reaccion se empled para

transformar células XL1-Blue. En la figura 9 se muestra la estrategia para la

creacion del vector acarreador pSp-URR/E1Awt.

Xho! (3827) URR

Kan
URR ua— GH24
PA CH / Xhol (
E pSp-pA-GH(2.4)-E1wt e
pSK TKpA URR L A 12158 bp
3847bp P Brazo lzquierdo
\ : E1Awt
Spel (926)
AmpR Brazo Derecho
y
A ek E1Awt
Sehal Encapsidacion .‘-
Kan
pSp pA URR E1Awt
10489 bp
Brazo Derecho
K
Brazo lzquierdo
BstZ17! (5257)

Figura 9. Estrategia para la construccion del vector acarreador pSp-URR/E1Awt.
El fragmento pA-URR (946 pb) fue ligado en el plasmido pSp-pA-GH(2.4) E1wt
en los sitios Xhol y Spel.
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3.6 Construccion del genoma adenovirual pAd URR/E1Awt

El vector acarreador fue abierto en el sitio Unico BsfZ17], sin embargo se
observd la liberacion de un fragmento de aproximadamente 3200 pb, lo cual
indicaria una mutacién que generaria otro sitio BsfZ171. Para verificar el lugar en
el cual este sitio se encontraba se realizd un mapeo de restricciéon con las
enzimas Aflll, BamHI, Stul, Bglll y Nael, llegando a la conclusién de que se
trataba de una insercién de aproximadamente 1200 pb la cual se encontraba al
final del gen E1B (figura 10A). Sin embargo fue posible realizar la recombinacion
abriendo el vector acarreador con la enzima Stul y cotransformando células
competentes BJ5183 con el esqueleto adenoviral pBHG10 (figura 10B).
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A

Sefial Encapsidacion__

Kan

B

Brazo Dereche

URR16aa E1Awt

g

_!

pSp pA URR E1Awt

Brazo lzguierdo

URR1622
pA

Sitio Encapsidacion

[eN

/

Brazo Derecha

Std (2650)
~ 1200 pb
Bgll (281g)
Brazo Dereche
Kan

Brazo lzquierdo

Sitio Encapsidacion

.

%

PBHG 10 URR wt

37055 bp

pA

URR16aa

Brazo Derecho

Figura 10. Generacion de un genoma adenoviral pAd URR/E1Awt. Se identificé

una mutacion insercional de aproximadamente 1200 pb al final del gen E1B en el
vector acarreador pSp URR/E1Awt (A). El vector acarreador pSp URR/E1Awt
fue abierto en el sitio Stul y recombinado con el esqueleto adenoviral pBHG10

para generar el genoma adenoviral pAd URR/E1Awt (B).
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3.7 Generacion del VARS Ad URR/E1Awt

El plasmido pAd URR/E1Awt se utilizé para transfectar la linea celular HEK-293
siguiendo las especificaciones de la casa comercial. La transfeccién se realizo a
una confluencia de entre 70 % y 80 % en placas de 24 pozos. Una vez que se
observé un efecto de estrés por confluencia, las células se cosecharon y lisaron

por ciclos de congelamiento a -70°C durante 15 minutos y descongelacién a

37°C. Los lisados se emplearon para reinfectar células con una confiuencia de
entre 70 % y 80 %. Una vez que se observd un efecto citopatico por la presencia
del virus, se infectaron 3 frascos de T-25 con los lisados celulares. Luego de
obtener efecto citopatico, se infectaron 4 frascos T-75. A partir del lisado celular
de estos frascos se infectaron 3 frascos de T-150. El lisado fue empleado para
infectar 30 cajas de 150 mm. Una vez observado el efecto citopatico, las células
fueron cosechadas y lisadas, y se procedié a realizar la purificacién del VARS
Ad-URR/E1Awt.

3.8 Purificacion del VARS Ad URR/E1Awt

Para la separacion de las particulas virales de restos celulares, se procedié a
realizar una centrifugacién en un gradiente discontinuo de cloruro de cesio. Se
emplearon densidades de 1.4 g/mL y 1.2 g/mL de cloruro de cesio, bajo las
siguientes condiciones: 100,000 x g a 4°C durante 1.5 h. El paquete viral se
recupero de la interfase y se centrifug6 en un gradiente de 1.35 g/mL de cloruro
de cesio. La banda correspondiente a las particulas virales completas se
recuperd del resto de particulas incompletas. El volumen recuperado se dializé
en un Slide-A-Lyzer® 10K (Pierce, Rockford lllinois USA) durante 1 hora a 4°C
en amortiguador de dialisis (Tris 10 mM, MgCl; 1 mM y NaCl 140 mM) realizando
dos cambios de amortiguador. Una dialisis final contenia ademas 10 % de
glicerol y se realizé la dialisis bajo las mismas condiciones. E! volumen dializado

se recupero y alicuoté en crioviales a -70°C.
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3.9 Titulacién en placa con células HEK 293 (TCIDsy)

En placas de 96 pozos se sembraron 2,000 células en un volumen de 100 plL.
Luego de 24 h de incubacion, 10 pozos se infectaron con cada una de las
diferentes diluciones de la particula viral (-6, -7, -8, -9, -10, -11, -12 y -13).
Pasados 10 dias de incubacién se observo el efecto citopatico para determinar

la proporcion de pozos positivos por dilucion viral.

3.10 Determinacion optica de particulas virales

Se prepararon diluciones 1:2 y 1:5 (diluciones 1 y 2, respectivamente) del
dializado con amortiguador de lisis viral (0.1 % SDS, 10 mM Tris-HCI [pH 7.4], 1
mM EDTA). La dilucién 1 se diluy6é 1:5 para obtener una dilucién 1:10 (dilucion
3). La dilucion 2 se diluyd 1:5 para obtener una dilucién 1:25 (dilucién 4).
También se realizdé una dilucién 1:10 de la dilucién 2 para obtener una dilucién
1:50 (dilucion §) (figura 11). Ademas se incluyd como blanco al amortiguador de
dialisis con glicerol (Tris 10 mM, MgCl; 1 mM, NaCl 140 mM y glicerol 10 %) bajo
las mismas diluciones de trabajo. Se determind la densidad optica (OD) de las
siguientes diluciones: dilucion 5 (dos determinaciones), dilucion 4 y dilucidén 3.

Se aplicd la siguiente formula para la determinacién de! nimero de particulas por
OD:

(OD260) x (Dilucion viral) x (Dilucion de cubeta) x 1.1x10'? =
OPU/mL
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1:2 ';?“"‘ /// 1:5
Dilucion 1(1:2) Dilucion 2 (1:5)
= 135 1:10
1:5 L
Dilucién 3 (1:10) Dilucion 4 (1:25) Dilucion 5 (1:50)

Figura 11. Preparacion de diluciones para realizar cuantificacién de OD 260 nm.

3.11 Estudio del poder replicativo de VARS

En placas de 24 pozos se sembraron 1x10° células por pozo. Luego de 24 h, las
células se infectaron con 1x10® pv/mL durante 1 h. Pasada el tiempo de
infeccion, el medio se retir6 y las células se lavaron en dos ocasiones con 1 mL
de PBS. Las células se incubaron con medio con 0.5 % SBF durante 48 h.
Transcurrido el tiempo, las células se cosecharon y lisaron por ciclos de
congelacion a -70°C y descongelacion a 37°C. Se determing el titulo viral por
ensayo en placa con células HEK 293 (TCIDsp). El ensayo fue realizado por
duplicado.
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3.12 Estudio del efecto citotoxico de VARS

En placas de 96 pozos se sembraron 1x10° células por pozo. Luego de 24 h, las
células se infectaron con 1x10%, 1x10°, 1x10%, 1x10°, 1x108, 1x107, 1x108, 1x10°
y 110" pv/mL durante 1 h. Pasado el tiempo de infeccion, el medio se retird y
las células se lavaron en dos ocasiones con 1 mL de PBS. Las células se
incubaron con medio con 0.5 % SBF durante 6 dias. Transcurrido el tiempo, se

realizd el ensayo de reduccidn de Azul Alamar como lo especifica la casa
comercial. El ensayo fue realizado por triplicado.
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