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RESUMEN

Estudiante: Q.B.P. Magda Elizabeth Vera Garcia.

Universidad Auténoma de Nuevo Leén.

Facultad de Medicina.

Titulo del estudio: CONSTRUCCION DEL VECTOR ADENOVIRAL AD-UBV2/E1AA24 Y
EVALUACION COMPARATIVA CON EL VECTOR ONCOLITICO TEJIDO ESPECIFICO AD-
URR/E1AA24.

Numero de paginas: 59.

Candidato para titulacion de: Maestria en Ciencias con Especialidad en Biologia Molecular e
Ingenieria Genética.

Introduccién: El virus del papiloma humano (VPH) el principal factor de riesgo asociado al cancer
cervicouterino (CaCU).EIl promotor y controlador de la expresion de genes virales en el VPH-16, un VPH
de alto riesgo asociado a oncogénesis, se denomina region reguladora rio arriba (URR) cuya activacién
induce la expresién de los oncogenes E6 y E7. La activaciéon de la URR esta relacionada con multiples
factores de transcripcidn, siendo uno de ellos Brn-3a, el cual esta asociado con el desarrollo neuronal y
cardiaco. Los niveles de expresion de Brn-3a disminuyen a niveles indetectables en la etapa adulta de
ratones y humanos. La URR de la variante 2 (UBV2) del VPH esta asociada con una fuerte induccion de
la expresion del gen E6 y dicha activacion se ha asociado a la estimulaciéon con la proteina Brn-3a. El
adenovirus 5 es uno de los vectores mas seguros como tratamiento en humanos. Una estrategia para el
disefio de vectores de replicacion competente mas seguros es el uso del gen de replicacion E1A
(mutacion D24), la cual codifica para un factor de transcripciéon viral incapaz de interactuar con la
proteina pRb que controla el ciclo celular. En contraste, este promotor puede ser activado por Brn-3a
presente en el nucleo de la célula, proporcionando la capacidad viral selectiva en células cancerosas de
CaCu.

Objetivo: Construir un vector adenoviral oncolitico selectivo y potente, cuya replicacion y expresiéon sean
estimuladas por el factor de trascripcion Brn-3a.

Material y método: Se contruyd el vector adenoviral Ad-UBV2/E1AA24 mediante la recombinacion de
los plasmidos pShuttle-UBV2/E1AA24 y pAd-Easy1. Los vectores adenovirales Ad-UBV2/E1AA24, Ad-
URR/E1AA24, Ad-WT y Ad-CMV-Luc fueron producidos, purificados y titulados y posteriormente
sometidos a ensayos de citotoxicidad de lineas celulares VPH (+) y VPH (-) mediante analisis
microscoépico.

Resultado: Se determind la correcta recombinacion plasmidica, asi como la construccion del vector
adenoviral Ad-UBV2/E1AA24. Los ensayos de citotoxicidad mostraron un fuerte efecto citotéxico por
parte de los adenovirus Ad-URR/E1AA24 y Ad-WT obteniendo la selectividad reportada. El adenovirus
Ad-UBV2/E1AA24, al igual que Ad-CMV-Luc, solo mostraron efecto en la linea celular permisiva
HEK293.

Conclusiones: El vector disefiado y generado no produjo el efecto citolitico esperado en las c{elulas
VPH (+). La poca funcionalidad del vector Ad-UBV2/E1AD24 puede haberse debido a problemas a nivel
de pH, concentracion de sales o concentracion de particulas en el momento de su purificacién. El sitio
MAR presente en la UBV2 puede estar asociado con una represion de este promotor. Es importante la
determinacion de la activacion de la UBV2 y la correlacién de su activacion en presencia de Brn-3a
mediante ensayos in vitro, con el fin de determinar la funcionalidad de este promotor y del vector
adenoviral.
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ABREVIATURAS.
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Ad Adenovirus.
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Ad-5 Adenovirus serotipo 5.

Ad-WT Adenovirus 5 silvestre.

CaCU Cancer cervicouterino.

CAR Receptor de adenovirus y coxsackievirus, del inglés: Coxsackievirus
and adenovirus receptor.

CIN3 Neoplasia intrepitelial cervical grado 3, del inglés: Cervical

Intraepitelial Neoplasia grade 3.

CsCI Cloruro de cesio.
CRAD Adenovirus de replicacion condicionada.
DNA Acido desoxiribonucléico.

E1AA24 Gen E1A del adenovirus 5 con una delecion de 24 pares de bases.

kDa Kilo Daltons.

Kpb Kilo pares de bases.

LCR Region larga de control, del inglés: Long control region —.
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ORF
pPA
Pb
POU
RB

RFLP

RNA
RNAmM
SFB

TCIDs

URR
UBV2
VHS
VHS-1
VP
VPH
VPH (+)
VPH (-)
VPH-16

VPH-18

Marco abierto de lectura, del inglés: Open read frame.
Poliadenilacion.

Pares de bases.

Pit-Oct-Unc

Retinoblastpma

Polimorfismo de longitud de fragmento de restriccion, del inglés:
Restriction Fragment Lenght Polymorphism.

Acido ribonucléico.

Acido ribonucleico mensajero.

Suero fetal bovino.

Dosis infecciosa 50 en cultivo de tejido, del inglés: Tissue culture
infectious dose 50.

Region reguladora rio arriba, del inglés: Up regulatory region.
Regién reguladora rio arriba de la variante 2 del VPH-16
Virus del herpes simple

Virus del herpes simple tipo 1.

Virus del papiloma.

Virus del papiloma humano.

Positiva para el virus del papiloma humano.

Negativa para el virus del papiloma humano.

Virus del papiloma humano tipo 16.

Virus del papiloma humano tipo 18.
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I. INTRODUCCION.

1.1 CANCER.

El cancer es un conjunto de enfermedades originadas a partir de la transformacion de
una célula normal a cancerosa en un proceso multifasico, pasando generalmente por
una lesion precancerosa antes de llegar al tumor maligno, manifestando alteraciones
en la fisiologia celular como lo son la suficiencia propia de sefiales de crecimiento,
insensibilidad a sefales inhibitorias del crecimiento, potencial replicativo ilimitado,
angiogénesis sostenida, e invasion de tejido y metastasis (1, 2, 3, 4, 5). Esta
malignidad puede originarse a partir de cualquier tipo de célula de los diferentes tejidos
del organismo reportandose actualmente mas de 100 distintos tipos de cancer y

subtipos de tumores (2).

1.1.1 EPIDEMIOLOGIA.

El cancer es la segunda causa de muerte en paises econdmicamente desarrollados
(siguiendo a las enfermedades del corazén) y la tercera causa de muerte en paises en

desarrollo (siguiendo enfermedades del corazén y enfermedades infecciosas). (5).

Actualmente, dos de los tres principales tipos de cancer en hombre (estomago e
higado) y en mujeres (cérvix y estomago) en paises en desarrollo estan relacionados
con infecciones. Aproximadamente el 15% de la incidencia del cancer a nivel mundial
es atribuido a infecciones. Este porcentaje es tres veces mayor en paises en desarrollo

(26%) que en paises desarrollados (8%) (6).
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En México se registraron 514 mil 420 defunciones en el afio 2007, siendo los tumores
malignos la segunda causa de muerte (14.6% defunciones femeninas y 11.1%
masculinas). El 12.09% de los fallecimientos debido a cancer en la poblacion femenina
se debid al cancer cervicouterino (CaCU), posicionandose como la segunda causa de

muerte por cancer en la mujer, tanto en México como a nivel mundial (Fig.1) (6, 7).

Estados Unidos Mexicanos
14.3

Chiapas 218
Oaxaca 216
Veracruz de Ignacio de la Llave 2186
Campeche 212
Guerrero 17.2
Morelos 16.9
Nayarit 16.6
San Luis Potosi 16.6
Puebla 16.1
Michoacan de Ocampo 16.0
Colima 159
Chihuahua 15.5
Yucatan 147
Tamaulipas 138
Tabasco 13.7
CQuintana Roo 137
Durango 135
Coahuila de Zaragoza 134
Aguascalientes 13.2
Jalisco 129
Baja California Sur 125
Baja California 125
Cuerétaro 12.4
Sonora 124
Sinaloa 1.9
México 11.7
Distrito Federal 114
Tlaxcala 112
Guanajuato 111
Hidalgo 10.8
Nuevo Ledn 10.6
Zacatecas 1 0.3.

o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

FIGURA 1. Tasa de mortalidad por CaCU por entidad federativa de los Estados Unidos
Mexicanos en el afio 2007 (Por 100 000 mujeres de 25 afios y mas) (6).

1.2 CANCER CERVICOUTERINO (CaCU).

El CaCU se origina debido a la transformaciéon maligna de células localizadas en la

superficie del cérvix, afectando el sistema reproductivo de la mujer (6).

Algunos factores de alto riesgo para el CaCU son el inicio a edad temprana de la
actividad sexual, alto numero de compafieros sexuales, elevado numero de partos,

grupo étnico, nivel socioecondmico, el uso de anticonceptivos orales, tabaquismo e
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infecciones de transmision sexual (7,8, 9, 10, 11, 12, 13), sin embargo de acuerdo con
hallazgos en la investigacion clinica y epidemiologica se considera al virus del papiloma
humano (VPH) como el principal factor de riesgo para el carcinoma del cérvix,

asociandose al 99.7% de los casos de CaCU (13).

1.3 VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO (VPH).

Los virus del papiloma (VP) son un grupo de virus pequefos no envueltos con DNA de
doble cadena circular de alrededor de 8 kpb de replicacién multicopia y un virién de
tamano aproximado de 55 nm. Este grupo de virus infecta varios animales desde aves
hasta mamiferos, incluyendo humanos, teniendo un marcado tropismo a infectar tejidos
epiteliales de ciertas especies. Actualmente han sido secuenciados mas de 100

genotipos de VPH y animales (13,14, 15, 16).

Los VPH de los géneros alfa estan subcategorizados con base en la asociacion con el
riesgo de transformacidén oncogénica, en genotipos de bajo y alto riesgo. De acuerdo a
la evidencia epidemiologica 13 tipos de VPH conforman el grupo de bajo riesgo: tipos 6,
6a, 6b, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72 y 81, los cuales causan neoformaciones
benignas. En el grupo de alto riesgo se incluyen 19 genotipos de VPH, los tipos 16, 18,
26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68a, 73 y 82. Estos virus estan
asociados con carcinomas anogenitales, principalmente CaCU, carcinomas
orofaringeos de células escamosas y otras malignidades como cancer de piel no

melanoma (14). ElI VPH-16 es responsable del desarrollo del 58.9% del CaCU (13, 14).
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El genoma del VPH puede ser dividido en general en tres regiones principales:
temprana, tardia y la regidén regulatoria rio arriba (URR, LCR o region no codificante)
(Fig.2). Estas tres regiones en todos los VP estan separadas por dos sitios de

poliadenilacion (pA): temprano (AE) y tardio (AL) (15, 16).

-La region temprana ocupa cerca del 50% del genoma viral a partir de la mitad del 5’ y
codifica 6 marcos abiertos de lectura: E1, E2 y E4 corresponden a genes regulatorios
involucrados en la transcripcion y replicacion, mientras que E5, E6 y E7 son oncogenes

involucrados en la inmortalizacion y transformacion maligna de la célula (14, 15, 16).

-La region tardia cubre casi el 40% del genoma viral se localiza rio abajo de la region
temprana y codifica los ORFs (marco abierto de lectura del inglés Open read frame) L1
y L2 para traducir en las proteinas de capside mayor (L1) y menor (L2). Las capsides
de los VP son aproximadamente de 50 nm de diametro y estan compuestas de 72
capsomeros pentameéricos arreglados en latices icosaédricos T=7. Las proteinas de
capside L1 y L2 son sintetizadas tardiamente en el ciclo de infeccion y su funcién es la

encapsidacion del mini-cromosoma (14, 16).

-La region URR, un segmento de cerca de 850 pb (10% del genoma) no tiene la funcién
de codificar proteinas, sin embargo porta el origen de replicacion, asi como multiples
sitios de union para factores de transcripcién que son importantes en la regulacién de la
transcripcion de la RNA polimerasa Il iniciada a partir de los promotores tempranos y

tardios (11, 14, 18).
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FIGURA 2. Estructura genética del VPH-16. Compuesta por tres regiones principales: region
temprana que contiene los genes E1, E2, E4, E5, E6 y E7; region tardia conteniendo a los
genes L1y L2; y la region URR la cual es una secuencia no codificante con multiples sitios de

regulacion de la expresion de los oncogenes E6 y E7.

El virus infecta los queratinocitos de las capas basales del epitelio escamoso
estratificado, replicandose de forma muy controlada en el nucleo. La expresion de los
genes virales tempranos es llevada a cabo en queratinocitos indiferenciados o
medianamente diferenciados, mientras que los genes tardios son expresados en
queratinocitos completamente diferenciados. EI VPH no codifica las enzimas de

replicacion del DNA, por lo que la sintesis del genoma viral esta ligada a la replicacion

del DNA celular (Fig. 3) (14, 15, 16).
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FIGURA 3. Esquema de la expresion génica viral orquestada en una infeccion productiva del

VP (16).
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Durante la progresién carcinogénica el genoma del VPH frecuentemente se integra al
cromosoma hospedero y las proteinas E6 y E7 son las unicas expresadas
consistentemente en lineas de CaCU VPH (+). La carcinogénesis inducida por el VPH
es el resultado de la expresion desregulada de las proteinas E6 y E7 del VPH las
cuales tienen como funcion estabilizar y/o mantener un ambiente celular que soporte la
replicacion viral, ademas desregulan las vias de arresto de crecimiento celular durante
la diferenciacion. Las proteinas E6 y E7 comprometen a las proteinas supresoras de
tumor p53 y pRb, respectivamente. Este proceso de inactivacion es menos eficiente en
VPH de bajo riesgo en comparacion con los de alto riesgo (15, 16,17, 18, 19). La unién
de E7 con pRb inactiva al complejo pRb-E2F represor del ciclo celular descontrolando
la progresion del ciclo celular, la sintesis nucleotidica, la replicacion de DNA, la

reparacion de DNA y la apoptosis (16, 19).

1.3.1 URR.

La organizacion de la URR puede ser dividida en tres segmentos: el segmento 5’, el

segmento central y el segmento 3’ (Fig. 4).

-El segmento 5 de la URR de los VPH genitales tienen un tamafio de
aproximadamente 300 pb, se encuentra delimitado por el codén de terminacion de la L1
y un sitio de union de E2. Este segmento contiene la terminacion de la transcripcion y
los sitios de poliadenilacion para los transcritos tardios, asi como elementos
regulatorios negativos que actuan a nivel de la estabilidad del RNAm tardio. La funcién
del sitio de unién de E2 al lado 3’ de este segmento es desconocida, aunque se ha

reportado que influyen la transcripcién in vitro del promotor remoto E6/E7 (20).
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-El segmento central de la URR de los VPH genitales, el cual esta flanqueado por dos
sitios de union de E2, tiene un tamafo de alrededor de 400 pb y se ha demostrado su
funcién en VPH-11, VPH-16 y VPH-18 como potenciador transcripcional especifico de
epitelio. Aunque actualmente se cree que es el potenciador especifico de tejido, el cual
podria determinar el tropismo epitelial desplegado por el VPH, no existen pruebas
cientificas que apoyen esta explicacion. Originalmente se pensaba que podrian existir
factores tejido especificos de unidon a DNA, sin embargo esto no ha sido demostrado.
Una hipétesis alternativa propuesta involucra las diferencias cualitativas o cuantitativas
en factores aparentemente ubicuos, como las proteinas de los diferentes miembros de
la familia de factores transcripcionales NFI y Jun. Otra propuesta es que podrian existir
cofactores tejido especificos que no se unieran directamente al DNA, pero que

pudieran requerir de la activacion mediante interacciones proteina-proteina.

Se ha demostrado que al menos 11 factores de transcripcion celular se unen in vitro a
mas de veinte diferentes sitios de uniéon de los potenciadores del VPH-16, estos son
AP1, cEBP, receptor de glucocorticoides, receptor de progesterona, NFI, NF-IL6, Oct-1,

PEF-1, TEF-1, TEF-2y YY-1 (20).

-El segmento 3’ de la URR de los VPH genitales se encuentra delimitado por el
segundo sitio de union de E2 y el gen E6 y tiene un tamafio cercano a 140 pb. Este
segmento contiene un solo sitio de unién de E1, el cual identifica el origen de
replicacién. El sitio de inicio de la transcripcién, el cual esta 5 pb rio arriba del ATG de
E6, esta localizado alrededor de 90 pb rio abajo del sitio de unidon de E1. Un segmento

de cerca de 45 pb en estas 90 pb contiene un sitio de unién para el factor de
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transcripcion SP1 y dos para la proteina E2, asi como la caja TATA. Estos cuatro sitios
son complejos medios para la modulacién de la actividad del promotor p97 de EG/ET7.
El promotor p97 ubicado rio arriba del ORF de EG y es responsable de la expresion de
E6 y E7, es muy potente y altamente controlado principalmente por elementos cis en la
URR incluyendo cuatro sitios consenso de union de E2 (ACC(Ng)GGT), que interactuan

con factores de transcripcién celular y el represor/activador viral E2 (16).

La caja TATA es requerida para la union de TFIID y el establecimiento del complejo de

preiniciacion y el factor SP1 para mediar el efecto de amplio rango del potenciador (20).

5' segment central segment 3' segment
— e il o il S
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FIGURA 4. Representacion esquematica de la URR del VPH-16. El segmento 5’ contiene la
terminacion de la sefial de transcripcion (pA), el segmento central, el potenciador especifico de
epitelio que contiene la mayoria de los sitios de unidon de factores de transcripcion, y el
segmento 3’ que contiene el promotor 97 y el origen de replicacién de E6/E7 (20).

1.3.2 UBV2.

Un mecanismo potencial para regular la transformacién inducida por el VPH podria ser
el control de la produccion de las proteinas E6 y E7 mediada por factores celulares
regulatorios. De esta forma se ha demostrado que la URR del genoma viral, la cual
controla la expresion de los genes que codifican E6 y E7, es activada especificamente

en células cervicales y se ha sugerido esta activada es regulada mediante factores de
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transcripcion celulares los cuales son generalmente expresados ubicuitamente (9, 11,

16,18, 20).

En un estudio de 100 mujeres infectadas con VPH-16 se determind la relacion de
diversas variantes del virus, clasificadas mediante un analisis de RFLP (del inglés:
Restriction Fragment Lenght Polymorphism) del gen E5 y secuenciacion de la URR,
con diferentes grados de progresion de la enfermedad cervical. Se obtuvieron tres
principales variantes: la variante 5 asociada a lesiones de bajo grado, la variante 1 que
se encontré en lesiones de bajo y alto grado por igual y la variante 2, la cual fue
asociada con agresividad tumoral debido a que fue identificada en lesiones
intraepiteliales de alto grado (11, 21). Estudios posteriores correlacionaron la presencia
de estas variantes con el riesgo de progresion cancerigena y los niveles de Brn-3a
encontrados en lesiones cervicales, demostrando la asociacion de altos niveles de Brn-
3a con lesiones de mayor grado, particularmente con la variante 2 (Fig. 5). De esta
forma la variante 2 del VPH-16 se relaciona con un alto riesgo de progresion de la

enfermedad y alto nivel de concentraciones de Brn-3a (21, 22).

Sitio de union de Brn-3a

UBV2

FIGURA 5. Diagrama de la UBV2 y su sitio de unién para Brn-3a.

1.4 BRN-3A

La familia POU (Pit-Oct-Unc) de factores transcripcionales fue definida originalmente

mediante una regibn comun de aproximadamente 150-160 aminoacidos la cual
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constituye un sitio de union a DNA que les permite unirse a secuencias relacionadas al

motivo octamérico ATGCAAAT en genes blanco e influir en su transcripcion (23, 24).

Brn3 es una familia de factores transcripcionales perteneciente a la clase IV de la
familia POU en donde se incluyen las proteinas Brn-3a, Brn-3b y Brn-3c, las cuales son
codificadas en genes distintos y estan relacionadas con el desarrollo del sistema
nervioso y cardiaco en mamiferos (23, 24, 25). Se observaban niveles elevados en la
expresion de Brn-3a en etapas embrionarias, que se distinguen a niveles indetectables

después del nacimiento (25, 26).

El factor de transcripcion Brn-3a se ha encontrado sobreexpresado en muestras de
pacientes humanos con diversos tipos de cancer como CaCU (18, 22), neuroblastoma

y tumores neuroendocrinos (27) y prostata (28).

En el caso del CaCU, se han realizado estudios en mujeres encontrando un incremento
en la expresion del RNAm de Brn-3a de 300 veces en pacientes con CIN3 en
comparacién con muestras de pacientes sin anormalidades cervicales detectables.
También fue observada una expresion elevada de Brn-3a en segmentos histologicos
normales del cérvix adyacente a la region CIN3, comparada con las muestras de
individuos sin anormalidades cervicales y sin VPH detectable, indicando que la region
adyacente a la region CIN3, aunque histolégicamente normal, también sobreexpresa
Brn-3a (18). Por otra parte, se ha demostrado mediante estudios in vitro que la
expresion de EG6 tiene una regulacion proporcional con la expresion de Brn-3a,
sugiriendo un papel de Brn-3a en la activacion de la expresion del VPH y en los

cambios celulares resultantes (29).
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Se ha demostrado in vitro e in vivo que Brn-3a transactiva al RNAm del gen
antiapoptotico Bcl-2, generando una via alternativa para la desregulacién de la
apoptosis. La coexpresion del gen proapoptotico p53 y Brn-3a antagonizan la expresion
de genes propapototicos blanco tales como Bax y Noxa. La unién entre Brn-3a y p53 se

efectua en el dominio POU de Brn-3a y el sitio de uniéon a DNA de p53 (Fig. 6) (26, 30).

CaCu

'
17' Brn-3a —l
po7 E6/E
1 Bel-2 | tEB/E?‘ m

FIGURA 6. Esquema de la relaciéon de Brn-3a con el desarrollo del CaCU mediante su
interaccion con las proteinas del ciclo celular p53 y pRb y las oncoproteinas E6 y E7 del VPH-
16.

1.5 TERAPIA GENICA.

La terapia génica puede ser ampliamente definida como el tratamiento de
enfermedades o desordenes médicos mediante la introduccion de genes terapéuticos
en los blancos celulares adecuados. Estos genes terapéuticos pueden corregir
consecuencias deletéreas de mutaciones genéticas especificas o reprogramar
funciones celulares para dar tratamiento a una enfermedad (31). Mas de mil ensayos
clinicos de terapia génica han sido aprobados alrededor del mundo, siendo el cancer el
primer campo de aplicacion. La viroterapia oncolitica, una variedad de la terapia génica,

esta siendo ampliamente estudiada (32).
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Un vector oncolitico es un virus que tiene selectividad intrinseca o disefiada y
especialmente tiene como obijetivo la lisis de las células tumorales, sin destruir células
normales. Entre los virus oncoliticos que han sido desarrollados y reportados se
incluyen a los adenovirus, el virus de vaccina, los virus del herpes simple (VHS), los

virus de la enfermedad de Newcastle y reovirus (32).

1.5.1 VECTORES ADENOVIRALES.

Los adenovirus son virus de DNA no envueltos que comunmente causan infecciones en
las vias respiratorias altas. EI genoma adenoviral contiene un DNA de doble cadena,
con una longitud total de cerca de 36 kpb. Los adenovirus tienen la habilidad de infectar
un amplio rango de células y tejidos. La internalizacién del adenovirus 5 (Ad-5) a las
células ocurre a través de un proceso de endocitosis mediada por el receptor CAR (del
inglés: Coxsackievirus and adenovirus receptor), posteriormente la nucleocapside es
liberada en el citoplasma y transportada al nucleo, donde el genoma viral es liberado.
En la infeccién de una célula permisiva, el ciclo de replicacion puede ser dividido en
tres fases de expresion génica: temprana inmediata (gen E1), temprana (genes E1-E4)

los cuales siguen la irrupcién de la replicacién del DNA viral y tardia (genes L1y L2).

El primer gen en activarse es E1 el cual codifica una serie de activadores
transcripcionales que promueven la progresion a la fase temprana, la cual se encuentra
asociada con la progresion del ciclo celular a S1, inicio de la replicacion del DNA viral,
asi como la produccion de los productos génico asociados con la evasion de defensas

antivirales del hospedero (33).
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ONYX-015 fue el primer adenovirus oncolitico que fue sometido a un protocolo clinico.
Una de las medidas de seguridad implementadas en el Ad-5 es el control de la
replicacion defectiva, el cual se realiza a través de deleciones en los genes E1y E2, o
a través de combinaciones de estos, permitiendo una insercibn de material génico
exdgeno de hasta 10 kpb. Ninguna delecion es neutral y presentara efectos variables
en la produccion, replicacion, expresion y toxicidad del vector viral. Los adenovirus
recombinantes deficientes en replicacibn son comunmente crecidos en células 293
transcomplementarias que expresan una copia integrada del gen E1 de Ad-5,

complementada por otras regiones en el caso de deleciones en el gen E2.

Los vectores adenovirales tienen algunas ventajas para la terapia génica incluyendo:
obtencion de titulos virales altos (10" particulas virales /mL), replicacién en células en
division o quiescentes, y expresion temporal del gen insertado. También tienen algunas
desventajas como: entrada a células tumorales dependiente de CAR, los cuales
pueden limitar la eficacia de la transduccion y el esparcimiento y la administracion

sistémica estan limitadas debido a su alta inmunogenicidad (Fig. 7) (40).

VENTAJAS

- Fécil generacién en laboratorio.

* Produccion en altos titulos.

» Amplio rango de huésped y
tejides blancos.

+ Expresion en células sin
division activa (quiescentas).

+ Nointegracion cromosomica.

DESVANTAJAS

- Citotoxicas (baja).

+ Genera respuesta inmune
(celular y humoral).

* La duracion de la expresion
del transgen es temporal.

FIGURA 7. Estructura tridimensional del Ad y esquema de ventajas y desventajas en su uso
como vector de terapia génica (34).
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1.5.2 Ad-URR/E1AA24.

Se ha descrito un vector adenoviral con una delecién de de 24 pb en la regiéon CR2 del
gen de replicacion E1A (E1AA24) que impide su union con pRb, el cual ha demostrado
ser mas eficiente que los VARS mutados en otras regiones de E1A y E1B, aunque no
muestra selectividad en algun cancer en particular. Por otra parte la proteina E7 del
VPH-16 es capaz de complementar las deleciones en E1A, asi como mediante su
unién con pRb, y permitiendo la activacion de genes tempranos adenovirales en las
células malignas, los cuales no se activaran con la misma intensidad en ausencia de

E7, promoviendo asi la replicacion selectiva en tumores asociados con VPH (34, 35).

En los vectores Ad con deleciones del gen E1A, los transgenes son generalmente
insertados en la region E1 bajo el control de promotores virales exdgenos (RSV-LTR,
IE-hCMV), y pueden ser especificos de células, combinados con otros promotores

inducibles u otros elementos que incrementan los niveles de expresién (35, 36).

En el Laboratorio de Terapia Génica de la Facultad de Medicina de la U.A.N.L. se ha
desarrollado el adenovirus de replicacion competente y selectiva Ad-URR/E1AA24,
cuya replicacion es dirigida por una URR modificada genéticamente de la variante
asiatico-americana del VPH-16 localizada rio debajo de E1AA24 (Fig. 8). Este vector
mantiene un comportamiento replicativo y citolitico muy similar al Ad-5 silvestre (Ad-
WT) en lineas celulares VPH (+) como SiHA y Hela y se encuentra fuertemente
reprimido en lineas celulares VPH (-) como C33, asi como las lineas hepaticas Huh-7 y
HepG2. Estas caracteristicas de selectividad oncolitica lo posicionan como un vector

seguro para el uso en humanos (34, 35, 36).
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FIGURA 8. Esquema del plasmido lanzadera pShuttle-URR/E1AA24 conteniendo la URR de
una variante del VPH-16 AA dirigiendo la expresion del gen adenoviral E1AA24.
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Il. JUSTIFICACION.

Conociendo el compromiso del factor transcripcional Brn-3a en la regulacién del VPH y
en la transformacion del epitelio cervical, asi como su limitada expresion en los
diversos tejidos adultos humanos; en el siguiente trabajo se propone disefar y estudiar
el efecto de un vector adenoviral oncolitico conteniendo el gen de replicacion E1AA24
regulado por el promotor UBV2 y cuya activacidn se encuentra relacionada con la

presencia de Brn-3a.

De esta forma se plantea el disefio de un vector adenoviral como alternativa en el
tratamiento del cancer cervical mediante una estrategia de selectividad de replicaciéon

basada en la presencia de la proteina Brn-3a en el ambiente tumoral cervical.
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lll. OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GENERAL.

Construir un vector adenoviral oncolitico selectivo y potente, cuya replicacion y

expresion sean estimuladas por el factor de trascripcion Brn-3a.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1) Construccion del vector adenoviral Ad-UBV2/E1AA24.

2) Produccion vy titulacion de los vectores Ad-UBV2/E1AA24, Ad-URR/E1AA24,

Ad-Luc y Ad-WT.

3) Determinacion del efecto oncolitico y selectivo inducido por los vectores
adenovirales Ad-UBV2/E1AA24, Ad-URR/E1AA24, Ad-CMV-Luc y Ad-WT en

lineas celulares VPH (+) y (-).
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IV. MATERIAL Y METODOLOGIA
4.1 MATERIAL.

Beckman (Palo Alto, California, EUA): Tubos para centrifuga de polialdmero

Beckton-Dickinson (Sparks, MA, EUA): Bacto agar, extracto de levadura bacto y
triptona.

Biomol (México): Puntillas para micropipeta de 20uL, 200uL y 1000uL.
Biosource International (Camarillo, California, EUA): Azul Alamar.
Corning (NY, EUA): Criotubos 2mL y scrapper.

Costar (NY, EUA): Pipeta serolégica 2mL, pipeta serolégica de 5mL, pipeta serolégica
10mL, pipeta serologica 50mL y plato de cultivo celular de 96 pozos.

Hyclone (Logan Utah, EUA): Suero fetal bovino.
ICN (Ohio, EUA): Cloruro de cesio

Invitrogen (California, EUA): Dulbeco’s modified Eagle’s media advanced,
lipofectamina.

New England Biolabs (Beverly, MA, EUA): Enzimas de restriccion:  Afl//l, BamH]/,
Hindl/ll, Pacl, Spel, Sall; DNA polimerasa de T4 y DNA ligasa de T4.

Promega (California, EUA): DNA polimerasa y columna de extraccion.

Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania; St. Louis MO, EUA): Acetato de potasio
(CH3COOK), alcohol etiilico (C2Hs0OH), hidroxido de sodio (NaOH), fosfato dibasico de
sodio (Na;HPQ,), fosfato monobasico de potasio (NaH2POQO,), cloruro de sodio (NaCl),
cloruro de calico (CaCl,), sulfato de magnesio (MgSOQy,), sulfato cuprico (CuSQO,), aceite
mineral, dimetil sulfoxido, duodecil sulfato de sodio (SDS).

TPP (Suiza): Botella para cultivo celular 25cm?, 75cm? y 150cm?.

Thermo Fisher Scientific (lllinois, EUA): Membrana de dialisis.
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4.2 METODOLOGIA.

Estrategia General.
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FIGURA 9. Estrategia general. Esta consta de tres objetivos principales: 1) clonacion del

genoma del virus Ad-UBV2/E1AA24 y obtencidn de la particula viral, 2) produccién, purificacion

y titulacion del virus Ad-UBV2/E1AA24, y los virus controles Ad-URR/E1AA24, Ad-WT y Ad-Luc

y 3) evaluacién del efecto citotoxico del adenovirus Ad-UBV2/E1AA24 en comparacion con los
virus control.

4.2.1 Lineas celulares.

Se utilizaron las lineas celulares cervicales humanas: HeLa (VPH +) y C33a (VPH -)
(carcinoma cervical) y las lineas celulares no cervicales: HEK293 (rindbn de embridn),
SK-N-SH (neuroblastoma), Huh-7 (hepatocarcinoma) y PC3 (adenocarcinoma

prostatico).
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Todas las lineas fueron cultivadas en medio DMEM-Advanced (GIBCO) suplementado
al 5% de suero fetal bovino (SFB) y antibidtico y antimicotico (Cellgro) e incubadas a

37°C y 5% CO..

4.2.2 Construccion de plasmido pShuttle-UV2/E1AA24.

El plasmido pShuttle-UBV2/E1AA24, acarreador de la UBV2 y el gen E1AA24, fue
construido a partir de dos plasmidos: pShuttle-URR/E1AA24, portador de una

secuencia URR de VPH-16 de 636 pb y el gen E1AA24, y el segundo plasmido fue el

pIDTSmart-UBV2 portador de la UBV2 de 808 pb.

Con el fin de liberar las secuencias URR de ambos plasmidos, las cuales se
encontraban flanqueadas por sitios de corte para las endonucleasas de restriccion Sall
y Spel, se realizé la digestidon con dichas enzimas. El fragmento de 808 pb liberado por
el plasmido pIDTSmart-UBV2 fue identificado mediante electroforesis en gel de

agarosa al 1%.

Posteriormente fue extraido y purificado por medio del estuche de purificaciéon de DNA
por columna. El plasmido pShuttle-URR/E1AA24 digerido fue purificado por el método
fenol-cloroformo. Se hizo una reaccidén de ligacion para unir el promotor UBV2 y el
acarreador pShuttle-E1AA24, obteniendo el plasmido pShuttle-UBV2/E1AA24. Este
plasmido fue clonado en bacterias E. coli Turbo calcio competentes, mediante la
técnica de choque térmico. Estas fueron sembradas por extension en placas de agar
LB con kanamicina (30 pg/mL) por extensidon durante 18 horas. Las clonas

seleccionadas fueron crecidas en 4 mL de medio LB con kanamicina (30 pg/mL)
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durante 18 horas en agitacion a 37°C. Las bacterias crecidas fueron recuperadas y su
DNA fue extraido mediante lisis alcalina/miniprep. Se determiné la positividad de las
clonas mediante la restriccion con las endonucleasas Afllll y Spel obteniendo el patrén
esperado de 5430, 2882, 1044, 1015, 319 y 170 pb. El DNA de la clona seleccionada

fue obtenido mediante el protocolo midiprep de lisis alcalina.

Se identifico la presencia de la secuencia UBV2 mediante la PCR del pShuttle-
UBV2/E1AA24 en las siguientes condiciones: 5 minutos de desnaturalizacion a 95°C,
30 ciclos de 30 segundos de desnaturalizacion a 94°C, 1 minuto de alineacién a 56.7°C
y 1 minuto de extension a 72°C, finalizando con 5 minutos de extension a 72°C. La

amplificacion fue analizada mediante un gel de agarosa al 2%.

4.2.3 Construcciéon del genoma adenoviral pAd-UBV2/E1AA24.

Para la construccion del genoma viral pAd-UBV2/E1AA24 se utilizé como esqueleto del
genoma adenoviral el plasmido pAd-Easy1 y como acarreador de la UBV2 y el gen
E1AA24, al plasmido pShuttle-UBV2/E1AA24. Las bacterias E. coli BJ5183 fueron
crecidas en estreptomicina (30 ug/mL), sometidas a estrés de membrana con calcio,
transformadas con el plasmido pAd-Easy1 mediante choque térmico e incubadas en
agar LB con ampicilina (50 ug/mL). Las colonias obtenidas fueron cultivadas en tubos
de 4 mL con medio LB con ampicilina (60 ug/mL) durante 15 horas. Posteriormente se
realizé la extraccion del DNA plasmidico por el protocolo de miniprep. Las clonas
fueron caracterizadas mediante la digestién con la enzima Hind//l y se seleccion6 una

clona positiva.
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La clona seleccionada fue crecida, hecha calcio competente y transformada mediante
choque térmico con el plasmido pShuttle-UBV2/E1AA24 previamente linearizado con la
endonucleasa BstZ17/ con un sitio unico de corte en dicho plasmido. Las colonias
obtenidas fueron crecidas en tubos con 4 mL de medio LB y el DNA plasmidico fue
obtenido mediante la técnica de miniprep. Las clonas positivas fueron caracterizadas
mediante la restriccion con la enzima BamH/. Se seleccion6 una clona positiva cuyo
DNA fue utilizado para la transformacion de bacterias E. coli Turbo. Se seleccion6 una
clona positiva para el plasmido pAd-UBV2/E1AA24. Esta fue cultivada en medio LB y

sometida a extraccion de DNA plasmidico por maxiprep.
4.2.4 Generacion del VARS Ad-UBV2/E1AA24.

El genoma adenoviral pAd-UBV2/E1AA24 fue digerido con la enzima de restriccion
Pacl con el fin de exponer las regiones ITR del genoma adenoviral. EI| DNA obtenido
fue purificado por precipitacion con acetato de sodio e isopropanol. Se incubd una caja
de 6 pozos con 1x10° células HEK293 hasta alcanzar un 70% de confluencia.
Posteriormente se realiz6 la transfeccion por lipofeccién con 0.2, 2 y 20 ng de DNA del
genoma viral pAd-UV2/E1AA24 linearizado siguiendo el protocolo indicado por la casa
comercial. Posterior a la transfeccion se realizé la incubacion de las células HEK293
durante 14 dias, tiempo requerido para observar focos de lisis celular producida por el
nuevo vector generado. Con la ayuda de un scrapper se procedié a recuperar el
sobrenadante y células, los cuales fueron sometidos a 3 ciclos de congelacion vy
descongelacion a -80°C y 37°C respectivamente, pasando por homogenizacion en un

vortex entre cada ciclo.
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4.2.5 Produccion y purificacion de vectores adenovirales

Los vectores adenovirales Ad-UBV2/E1AA24, Ad-URR/E1AA24 y Ad-WT fueron
producidos y purificados por el método que a continuacién se describe. Para el caso del
Ad-UBV2/E1AA24, a partir del lisado celular obtenido en la transfeccion conteniendo las
nuevas particulas virales, se procedio a la produccion del vector en cuatro escalas. En

el caso de los adenovirus Ad-UBV2A24 y Ad-WT se partioé de un stock purificado.

En la pequefia escala las células HEK293 fueron cultivadas en un frasco de 25 cm?. Al
alcanzar un 70% de confluencia se retird el sobrenadante y fueron infectadas con 1 mL
del lisado celular conteniendo el Ad-UBVA24 e incubadas por 2 horas. En el caso de
los vectores Ad-URRA24 y Ad-WT la transduccién fue realizada con 5 ulL del stock viral
y al frasco se agregd medio DMEM advance a un volumen final de 1 mL.
Posteriormente se adicionaron 4 mL de medio DMEM advance al 2% de SFB, las
células fueron incubadas por 5 dias hasta la apreciacion visual del cambio morfolégico
y lisis celular caracteristicos. A continuacion se obtuvieron el sobrenadante y las células
mediante un scrapper. Estos fueron sometidos a 3 ciclos de congelacién a -80°C y
descongelacion a 37°C homogenizando con la ayuda de una vortex entre cada ciclo.
En el segundo escalamiento se realiz6 el mismo procedimiento de transduccion
previamente mencionado, partiendo de células HEK293 cultivadas en un frasco de 75
cm? a un 70% de confluencia. Posterior a la eliminacion del sobrenadante se
adicionaron 3 mL de lisado previamente obtenido, se incubd durante 2 horas y se
afadieron 4 mL de medio DMEM advance al 2% de SFB. Las células fueron incubadas

a 37°C hasta la aparicidon del efecto citopatico. La recoleccién y lisado celular fueron
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realizados en la misma forma descrita para la pequefia escala en todas las etapas de

recoleccion en la produccion a gran escala.

La mediana escala fue realizada en cinco frascos de 75 cm? con células HEK293 al
70% de confluencia. A los 5 mL del lisado celular obtenido en la escala anterior se la
agregaron 5 mL de medio DMEM advance fresco. Posterior a la eliminacién del
sobrenadante se utilizaron 2 mL del lisado para realizar la transduccién en cada frasco,
se incubo durante 2 horas y se adicionaron 5 mL de medio DMEM advance 2% SFB.
De la misma manera descrita previamente se realizd la incubacion, recoleccién y lisado
celular. El escalamiento final de los vectores se llevd a cabo a partir de 25 frascos de
150 cm? con células HEK293 a un 70% de confluencia, a las cuales se les retir6 el
sobrenadante. El lisado obtenido en la produccion a mediana escala fue diluido en un
volumen final de 125 mL y fueron distribuidos 5 mL por frasco, la transduccién fue
incubada por 2 horas. Posteriormente se adicionaron 5 mL de medio. La recoleccion
fue realizada de la misma forma previamente descrita. El sobrenadante y las células
obtenidas fueron centrifugadas en tubos Falcon de 50 mL a 4000 rpm por 5 minutos a
4°C. El sobrenadante fue conservado a -80°C, mientras que la pastilla fue lisada por el

meétodo de congelacién y descongelacion previamente mencionado.

A partir del lisado celular obtenido en la produccién a gran escala se obtuvieron las
particulas virales mediante un gradiente de densidad de CsCl. El lisado celular fue
centrifugado a 4,000 rpm por 5 minutos a 4°C. El sobrenadante obtenido fue sometido
a un gradiente discontinuo en donde a los tubos de polipropileno se agregaron

lentamente por las paredes del tubo 4 mL de CsCl a una densidad de 1.4 g/mL, 3 mL
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de CsCl a 1.2 g/mL y el sobrenadante. Los tubos fueron balanceados agregando aceite
mineral en la parte superior de los tubos. Se centrifugd a 35,000 rpm por 2 horas a 4°C.
Se recupero la banda localizada en la parte inferior del gradiente y fue sometida a una
nueva centrifugacion de gradiente continuo en donde se agregaron 7 mL de CsCl 1.35
g/mL y la banda obtenida en la purificacion, balanceando de igual forma con aceite
mineral. Se centrifugdé a 35,000 rpm por 18 horas a 4°C. Posteriormente se realizo la
obtencion de la banda localizada en la parte inferior del gradiente utilizando una
micropipeta de 1000 uL. El liquido obtenido fue introducido en una membrana en
casette (Slide-A-Lyser) de 3 a 10 mL previamente acondicionada en buffer. Se
realizaron 2 dialisis con buffer nuevo y una tercera con buffer de stock. El vector fue

obtenido, alicuotado y conservados a -80°C.

Para comprobar la constituciéon genética del vector se realizé la extraccion del DNA
viral del adenovirus Ad-UBV2/E1AA24 mediante el método de Hirt. Se identifico la
presencia de la secuencia UBV2 mediante el PCR del genoma adenoviral pAd-
UBV2/E1AA24 utilizando los iniciadores Var2-SS-F )
TCTACAACTGGTCGACTGTAAGTATTGTAT 3) y Var2-SS-R (5’
ACCATTGAAAGTGATCAGTATTTTACAGAC 3’) en las siguientes condiciones: 5
minutos de desnaturalizacion a 95°C, 45 ciclos de 1 minuto de desnaturalizacion a
94°C, 45 segundos de alineacion a 50°C y 1 minuto de extension a 72°C, finalizando
con 5 minutos de extension a 72°C. La amplificacion fue analizada mediante un gel de

agarosa al 2%.
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4.2.6 Titulacion de vectores adenovirales por TCIDs.

Se utilizé la técnica de TCIDsp (del inglés: Tissue culture infectious dose 50) para la
determinacion de las particulas virales infecciosas de los vectores adenovirales Ad-
UBV2/E1AA24, Ad-URR/E1AA24, Ad-WT y Ad-CMV-Luc. Se cultivaron 1 x 10* células
por pozo en placas de 96 pozos con medio DMEM 2% SFB. Fueron incubadas hasta
alcanzar 50% de confluencia, posteriormente se retird el medio. Partiendo de los
vectores en almacenamiento, se realizaron diluciones seriadas de 10™ a 1072 utilzando
como diluyente medio DMEM 2%SFB. Se realiz6 la transduccion de 10 pozos para
cada dilucién partiendo de la dilucion 10 hasta la 10™"?. Se incubé durante 10 dias y al
término se evalud la cantidad de pozos infectados para la determinacion de la TCIDsg

de acuerdo a las instrucciones del manual del vector Ad-Easy (40).
4.2.7 Evaluacion de efecto citotoxico de los vectores adenovirales.

Las lineas celulares utilizadas para este ensayo fueron: HelLa, C33a, Huh-7, SK-N-MC,
PC3 y HEK293. Se llevé a cabo la siembra de 1 x 10* células por pozo en placas de 96
pozos en un volumen de 100 uL de medio DMEM advance al 2% de SFB y se
incubaron durante 24 horas. Posteriormente se realizé la transduccion de los vectores
adenovirales Ad-UBV2/E1AA24, Ad-URR/E1AA24, Ad-WT y Ad-CMV-Luc utilizando las
siguientes concentraciones virales: 0.1, 1, 10 y 100 MOIls (del inglés: Multiplicity Of
Infection) en un volumen de 50 uL de medio DMEM advance fresco. Las células fueron
incubadas durante 6 dias y al término de la incubacion las placas fueron analizadas

microscopicamente con el fin de determinar la presencia de efecto citopatico (35, 36).
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V. RESULTADOS.

5.1 Construccién de plasmido pShuttle-UV2/E1AA24.

Se llevd a cabo la obtencion de la UBV2 y el plasmido lanzadera portador del gen
E1AA24 mediante la digestion con las endonucleasas Sall y Spel (Fig. 10). La
obtencién de los fragmentos esperados indica la correcta liberacion de las secuencias
promotoras almacenadas en ambos plasmidos, asi como la disponibilidad del plasmido
acarreador del gen E1AA24 para la ligacién de la UBV2. Posteriormente se realizé la
clonacion del nuevo plasmido pShuttle-UBV2/E1AA24 en bacterias E.coli Turbo calcio
competentes. Se recuperaron colonias resistentes a kanamicina como primer indicativo
de la presencia del plasmido pShuttle-UBV2/E1AA24 con el gen de resistencia a
kanamicina. Se extrajo su DNA, cuya integridad fue analizada por electroforesis en gel
de agarosa al 1% (Fig. 11) y posteriormente caracterizado mediante la digestion con las
endonucleasas Afllll y Spel (Fig. 12). El patron de restriccion esperado para el plasmido
pShuttle-URR/E1AA24 es de 5430, 2882, 1164 y 1044 pb, mientras que para pShuttle-
UBV2/E1AA24 es de 6115, 2882, 1044, 526, 121 y 2 pb. Se obtuvieron varias clonas
positivas siendo seleccionada la clona 8 para su manejo en los siguientes ensayos. La
presencia de la UBV2 en dicha clona fue analizada mediante una reaccion de PCR,
cuyos sitios de amplificacion son los sitios flanqueantes de esta secuencia promotora,
en donde se encuentran localizados lo sitios de corte para la extraccion de la misma,
por lo que fue amplificada por completo y coincidiendo con el control positivo el

plasmido pIDT-Smart-UBV2 (Fig. 13).
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FIGURA 10. Digestién enzimatica de los plasmidos pIDT-Smart-UBV2 y pShuttle-URR/E1AA24
con las enzimas Sall y Spel, para la liberacion del promotor UBV2 (808pb) y URR (638pb)
observada mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1%.

pIDT-Smart-UBV2
pshutle URRE1AAZ4

DNA ladder

1000pb

FIGURA 11. Verificacién de la integridad del DNA de colonias resistentes a kanamicina
crecidas en agar LB seleccionadas para identificacion de la presencia de pShuttle-
UBV2/E1AA24 mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%.
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FIGURA 12. Seleccion de clonas portadoras del plasmido pShuttle-UBV2/E1AA24 mediante el
analisis del DNA por la restriccién con las endonucleasas Afllll y Spel del DNA de colonias con
resistencia a kanamicina crecidas en agar LB.
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FIGURA 13. Determinacion de la presencia de la UBV2 en el plasmido pShuttle-UBV2/E1AA24
mediante la técnica de PCR. Gel de agarosa al 2%.
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5.2 Construccién del genoma adenoviral pAd-UBV2/E1AA24.

El genoma del virus Ad-UBV2/E1AA24 fue obtenido mediante la recombinacion del
plasmido pShuttle-UBV2/E1AA24 y el pAd-Easy1. Para llevar a cabo la recombinacion
se utilizaron las bacterias E.coli BJ5183, positivas para el gen de la enzima RecBC, la
cual promueve la recombinacion homologa por medio de la via RecA-RecB. Debido a
sus alta actividad recombinante se utilizé un tiempo de crecimiento menor al utilizado
para las bacterias Turbo. El plasmido pAd-Easy1 portador del gen de resistencia a
ampicilina y del genoma adenoviral, con excepcion de los genes E1 y E3, fue clonado
en estas bacterias. El DNA obtenido de las clonas resistentes a ampicilina fue extraido
por lisis alcalina y analizado por restriccion con la enzima Hind/ll. Todas las clonas
fueron positivas, sin embargo se eligid la clona 2 (Fig. 14), que fue crecida en un
matraz con caldo LB para someterla al proceso de calcio-competencia. Las bacterias
BJ5183 calcio-competentes portadoras del plasmido pAd-Easy1 fueron tratadas por
shock térmico para la introduccidon del gen E1AA24, la UBV2 y la sefal de
encapsidacion. La recombinaciéon fue llevada a cabo mediante sitios de homologia
localizados tanto en el pAd-Easy1l como en el pShuttle-UBV2/E1AA24, el cual fue
linearizado con el fin de la exposicion de los brazos de homologia para facilitar su
correcta recombinacion (Fig. 15). Se obtuvo como producto final el plasmido pAd-
UBV2/E1AA24 conteniendo el genoma de un virus de replicacion competente, el gen de
resistencia a kanamicina y pérdida tanto del origen de replicacibn como el gen de
resistencia a ampicilina del plasmido pAd-Easy1 (Fig. 16). Las células incubadas en

agar LB con kanamicina fueron obtenidas, crecidas en caldo LB con kanamicina y su
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DNA fue extraido. Para la determinacion de la correcta recombinacién plasmidica
previamente fue llevado a cabo un ensayo previo para elegir la enzima de restriccion
mas adecuada para esta tarea, siendo seleccionada la enzima BamH/ con el patréon de
restriccion de pAd-UBV2/E1AA24 de 3286, 11754 y 23642 pb y para pShuttle-
UBV2/E1AA24 de 3286, 7404 pb y pAdEasy-1 de 3286, 11745 y 21704 pb. La mayoria
de las clonas presentaron un patrén de restriccion de coincidencia con el esperado
para el pShuttle-UBV2/E1AA24. Sin embargo, se caracterizaron dos clonas positivas
para pAd-UBV/E1AA24, de las cuales se observé una baja cantidad de DNA y se

selecciond a la clona 5 (Fig. 18 y Fig. 19).

]
I !i
)
A
[*3

DNA ladder 1kb
DNA ladder 100ph
pAc-Easy 1

— N M Y 1N ow M o

8kb
7kb

7kb 7410pb

5322pb

3kh <

kb < 2081pb

{ { QUEE
"

1kb

FRAGMENTOS ESPERADOS:
pAd-Easyl + Hindlll:
8010, 7410, 5322, 4597,
3010, 2945, 2081 y 75 pb.

0.5kb

v
Lad
—.
-~
~-

FIGURA 14. Determinacion de clonas portadoras del plasmido pAdEasy-1 mediante digestion
con la enzima Hind//l. Electroforesis en gel de agarosa al 1%.
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FIGURA 15. Linearizaciéon del plasmido pShuttle-UBV2/E1AA24 con la enzima Bstzl.
Electroforesis en gel de agarosa al 1%.
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FIGURA 16. Esquema de generacion del plasmido pAd-UBV2/E1AA24. Recombinacion de los
plasmidos pShuttle-UBV2/E1AA24 linearizado y pAd-Easy1.
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FIGURA 17. Evaluacion de patréon de restriccion de las endonucleasas Pac/ y BamH/ para
seleccion de clonas recombinantes positivas portadoras del pAd-UBV2/E1AA24. Electroforesis
en gel de agarosa al 1%.
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FIGURA 18. Seleccion de clonas recombinantes positivas portadoras del plasmido pAd-
UBV2/E1AA24 mediante digestion de DNA con la enzima de restriccion BamH/. Electroforesis
en gel de agarosa al 1%.
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FIGURA 19. Digestion del DNA de la clona portadora del plasmido pAd-UBV2/E1AA24 con la
enzima BamH/. Electroforesis en gel de agarosa al 1%.

5.3 Generacion del VARS Ad-UBV2/E1AA24.

Se obtuvo el DNA de la clona 5 portadora del pAd-UBV2/E1AA24, este fue sometido a
digestion mediante la enzima Pac/ con el fin de linearizar el plasmido y exponer las
secuencias ITR (regién terminal invertida) del mismo. Posteriormente fue introducido en
células HEK293 mediante la técnica de lipofeccion, hasta la deteccion de cambio

morfoldgico celular y focos de lisis (Fig. 20).

Figura 20. Determinacién de la produccion de particulas del virus Ad-UBV2/E1AA24 mediante
observacién microscépica del efecto citopatico inducido en células HEK293 posterior a la
lipofeccion con el genoma del pAd-UBV2/E1AA24 linearizado.
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FIGURA 21. Determinacion de la presencia de la regién promotora UBV2 mediante la técnica
de PCR. Electroforesis en gel de agarosa al 2%.

5.4 Produccion, purificacion y titulaciéon de vectores adenovirales.

Se llevé a cabo la produccién a gran escala y purificacion de los vectores Ad-

UBV2/E1AA24, Ad-URR/E1AA24 y Ad-WT. Posteriormente se determind mediante la

titulacion por el método de TCIDsg la cantidad de particulas virales funcionales de los

vectores Ad-UBV2/E1AA24, Ad-URR/E1AA24, Ad-WT y Ad-CMV-Luc (Tabla 1).

Adenovirus

Titulo (PFU/mL)

Ad-UBV2/E1AA24

2.12 x 108 PFU/mL

Ad-URR/E1AA24

7.08 x 10° PFU/mL

Ad-WT

8.03 x 10° PFU/mL

Ad-CMV-Luc

1.23 x 10" PFU/mL

Tabla 1. Titulos adenovirales obtenidos mediante la técnica de TCIDsxp.
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El nuevo vector adenoviral presento irregularidades en comparacion con el resto de los

adenovirus titulados.

No se logré observar un efecto citopatico fuerte. Se encontraron algunos pozos con
dicho efecto, pero con una baja cantidad de lisis celular, ademas de no observar una
disminucion del efecto citopatico al aumentar las diluciones. Por el contrario, se
observaron pozos con elevada lisis celular en diluciones muy altas como la 10 y muy
baja cantidad de lisis celular en diluciones muy bajas como la 5 y 6. Este efecto se
presenté de forma irregular (Fig. 22). Por el contrario los vectores Ad-URR/E1AA24,
Ad-WT y Ad-CMV-Luc mostraron una fuerte lisis celular en las diluciones 5, 6, 7 y 8, la
cual disminuyé gradualmente al aumentar el numero de dilucion, presentando

generalmente poca cantidad de pozos infectados en las diluciones 11y 12.

Dilucion 10 Dilucién 12

FIGURA 22. Titulacion del vector adenoviral Ad-UBV2/E1AA24. Imagenes microscopicas al 10X
obtenidas a partir de la titulacion del virus Ad-UBV2/E1AA24.
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5.5 Evaluacioén de efecto citotoxico de los vectores adenovirales

Se evalud el efecto citotoxico inducido por lo diferentes adenovirus en lineas celulares.
En este ensayo se utilizo al Ad-URR/E1AA24 como punto de referencia para la
evaluacion del nuevo vector generado Ad-UBV2/E1AA24, debido a que presentan
como diferencia unica la sustitucion de la regién promotora URR que dirige al gen de
replicacion E1AA24. EI Ad-WT fue utilizado como control positivo de lisis celular, ya que
presenta el genoma adenoviral incluyendo los genes de replicaciéon, mientras que el
Ad-CMV-Luc fue utilizado como control negativo debido a que presenta deleciones de
los genes de replicacion y esta es condicionada al ambiente intracelular proporcionado

en las células HEK293.

El resultado de este ensayo fue determinado mediante observacidn microscopica
(Fig.23) en donde se logro identificar la selectividad referenciada para el Ad-
URR/E1AA24 ya que tanto para las lineas HelLa, C33a y Sk-N-MC se observé un fuerte
efecto citotoxico, el cual fue notoriamente disminuido en las lineas Huh-7 y PC-3 en las
cuales si bien se observd el cien por ciento de lisis celular, esta se presentd en

concentraciones virales mayores.

En el caso de las infecciones adenovirales de las células HEK293 se presenté una
marcada lisis celular conforme a lo esperado, debido a la permisibilidad del su
ambiente intracelular, en todos los vectores analizados. Sin embargo, el vector Ad-

UBV2/E1AA24 junto con Ad-CMV-Luc fueron los que presentaron menor citotoxicidad.

En el resto de las lineas celulares, tanto Ad-UBV2/E1AA24 como Ad-CMV-Luc
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mostraron un efecto citotoxico nulo, observandose una morfologia celular similar a la

presentada por las células sin tratamiento.

Por otra parte el Ad-WT mostrdé un efecto citotdxico agresivo para todas las lineas
celulares, con excepcion de Sk-N-MC, donde la totalidad de muerte celular fue

observada a mayor concentracion del virus que lo observado en el vector Ad-

URR/E1AA24.
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FIGURA 23. Evaluacion del efecto citotoxico de los vectores adenovirales con 100 MOI por
célula en las lineas celulares HEK293, HelLa, C33a, Huh-7, Sk-N-MC y PC3.
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VI. DISCUSION.

En este trabajo de investigacién se planted la generacion de un vector adenoviral de
replicacion competente y selectiva denominado Ad-UBV2/E1AA24, para cuyo analisis
se hara uso de los vectores Ad-URR/E1AA24, Ad-WT y Ad-CMV-Luc con fines

comparativos.

De acuerdo a los resultados obtenidos a través de los diferentes puntos del desarrollo
del vector adenoviral, las técnicas de ingenieria genética utilizadas, tales como la
restriccion con endonucleasas y PCR, respaldan la insercion de la UBV2 en el plasmido
pShuttle-UBV2/E1AA24, pAd-UBV2E1AA24 y el vector Ad-UBV2/E1AA24. Esto aunado
a la lisis celular evidenciada en la transduccién de células HEK293 con el vector Ad-

UBV2/E1AA24 confirman la replicacion de este vector adenoviral en células permisivas.

Los ensayos de citotoxicidad evidenciaron la presencia de lisis celular en la linea
HEK293 inducida por los cuatro adenovirus. Sin embargo, Ad-UBV2/E1AA24 presentd
un efecto débil en comparacion con el resto de vectores, ademas no logré infectar
exitosamente al resto de las lineas celulares VPH (+) o VPH (-), observandose una
morfologia y confluencia celular similar a la encontrada tanto en el Ad-CMV-Luc como
en el control sin tratamiento. Contrario a lo esperado, los adenovirus Ad-WT y Ad-
URR/E1AA24 desplegaron un fuerte efecto citotoxico, confirmando la selectividad
reportada para Ad-URR/E1AA24 hacia las lineas cervicales HeLa y C33a, asi como de

neuroblastoma Sk-N-MC.
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Por otra parte es importante mencionar que debido a problemas técnicos fue necesaria
la doble ultracentrifugacion en la etapa del gradiente isocratico de 18 horas en la
purificacion del adenovirus Ad-UBV2/E1AA24, obteniendo dos bandas densas muy
cercanas y presentando dificultad en la recoleccién de la banda de mayor peso, la cual
contiene las particulas virales funcionales. Las titulaciones virales llevadas a cabo por
el método de TCIDs, fueron exitosas para todos los adenovirus con excepcion de Ad-
UBV2/E1AA24, el cual mostré un efecto anormal en comparacion con el resto de los

adenovirus y con la literatura (35, 36).

Existen varias factores que pueden haber contribuido a la disfuncionalidad observada
en el Ad-UBV2/E1AA24 en la infeccion de células no permisivas. El primero de ellos
puede ser un error en la preparacion del vector. Una alternativa es la formacion de
agregados virales durante el proceso de purificacion, existiendo cuatro factores
involucrados en este proceso: 1) fuerza i6nica, mediante el uso inadecuado de sales en
las soluciones de dializado o una mala dialisis, 2) el pH acido de 4 a 5 favorece el
proceso de agregacion, siendo irreversible en valores de pH menores a 4, 3)
concentracion de particulas, la dilucion de stocks virales concentrados inhibe la
formacion de agregados, 4) temperatura, el grado de agregacion en un rango de 25 a
37°C es constante, pero decrementa cuando la temperatura cae a -20°C. A 4°C no hay
agregacion (38). Todos estos factores, con excepcion de la temperatura, podrian haber
influido en un proceso de agregacion viral, el cual se relacionaria con el efecto anormal
observado en la titulacion del Ad-UBV2/E1AA24, sugiriendo de esta forma que en el

aumento de las diluciones seriadas realizadas para la transduccion se pudo haber
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restablecido el ambiente favorable para la funcionalidad viral en cuanto a condiciones
de pH, concentracion de sales y de particulas virales, revirtiendo los agregados

previamente formados e inactivando al virus.

Una segunda alternativa es la presencia de numerosas particulas virales no infecciosas
interferentes debido a una mala recoleccion de la banda de particulas virales
funcionales en el gradiente de CsCI continuo realizado. De acuerdo con la literatura,
cuando los virus son sometidos a pasajes bajo condiciones de elevada MOI surgen
frecuentemente particulas con un contenido de genomas truncados o aberrantes. Estas
particulas son de replicacion defectuosa; esto es, que requieren de la presencia de
virus de tipo silvestre para su replicacion y el rendimiento del virus transductor es
reducido significativamente. De esta forma, las particulas defectivas interfieren con las
replicacion del virus infeccioso y son designadas interferentes. Para evitar problemas
ocasionados por su interferencia con la replicacion, es importante evitar la presencia de
altos niveles de particulas interferentes cuando se preparan los stocks virales. Esto es
facilmente logrado mediante el uso de indculos virales diluidos para la preparacién de
los stocks. Bajo dichas condiciones, las particulas interferentes y las particulas
estandar infectan diferentes células y las particulas interferentes son incapaces de
replicar. Asi, los stocks virales son usualmente preparados usando una MOI baja y
permitiendo multiples ciclos de replicacion. Un indculo inicial que es relativamente libre
de particulas interferentes puede ser obtenido también mediante purificacién de placas

de virus, asegurando que la progenie viral proviene del genoma parental (37, 38).
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Otro factor importante podria encontrarse a nivel del disefio del vector, sugiriendo la
presencia de una region MAR (del inglés: matrix atachment region). EI DNA del sitio
MAR es una secuencia de union a la matriz nuclear presente en el segmento 5 de la
URR del VPH-16, ubicado aproximadamente en la region de 7150 a 7450 pb del
genoma viral, la cual se ha asociado a la represion de la actividad del promotor p97 y
por consecuencia a la represion del gen E6, esto mediante su interaccién con proteinas
nucleares. Un factor de transcripcion que se ha involucrado en esta represién, debido a
la presencia de diez sitios de union para el factor transcripcional CDP/Cut dentro de
MAR. En el caso de la UBV2, utilizada para dirigir la expresion del gen E1AA24, se
tomo la secuencia URR completa de la variante 2 del VPH-16, mientras que la URR
perteneciente al vector Ad-URR/E1AA24, que mostré fuerte actividad selectiva en los
ensayos de citotoxicidad, fue modificada genéticamente para la remocién de la region
MAR (39). De ser contundente el efecto represor del MAR para la URR, se esperaria la
represion del gen E1AA24 en el vector Ad-UBV2/E1AA24 y un efecto citotdxico limitado

a células HEK293, simulando un vector de replicacién no competente.

Debido a las dificultades en la determinacion de la funcionalidad del Ad- UBV2/E1AA24
y por lo tanto en su capacidad de transfeccién y oncolisis en las lineas celulares no
permisivas, es necesaria la determinacién de la activaciéon de la UBV2 mediante
ensayos de expresion de luciferasa in vitro en lineas celulares VPH (+) y VPH (-) y
posteriormente la realizacién de un analisis de correlacion de dicha activacion esperada

con la presencia de la proteina Brn-3a. Se esta forma se podra evaluar la eficiencia de
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la UBV2 como promotor de un vector adenoviral asegurando a su vez la expresion del

gen de replicacion E1AA24 y la oncolisis.
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CONCLUSIONES.

» Se logré producir y caracterizar al vector adenoviral Ad-UBV2/E1AA24.

» EIl adenovirus Ad-UBV2/E1AA24 no mostré un efecto oncolitico en las lineas

celulares HelLa, C33a, Sk-N-MC, Huh-7 y PC3.

» EI efecto oncolitico evidenciado en la transfecciéon del Ad-UBV2/E1AA24 en
células HEK293 indica la replicacion del adenovirus y un probable problema en
la purificaciéon del mismo a nivel de pH, concentracién de sales, concentracion

de particulas o presencia de particulas no infecciosas interferentes.

» La presencia del sitio MAR puede estar involucrada en la incapacidad de
replicacion de Ad-UBV2/E1AA24 en las lineas celulares no permisivas Hela,

C33a, Sk-N-MC, Huh-7 y PC3.

» Es necesaria la determinacion in vitro de la activacion de la UBV2, para el
aseguramiento de la funcionalidad del virus, asi como la relacion de dicha

activacién con la presencia de la proteina Brn-3a.
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