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RESUMEN

Q.B.P. Yessica Elizabeth Sanchez Lugo Fecha de Graduacién: Septiembre 2013

Universidad Auténoma de Nuevo Ledn
Facultad de Medicina

Titulo del Estudio: “EVALUACION DEL EFECTO ANTITUMORAL DE UNA FUSOQUINA
COMPUESTA POR IP10 Y LINFOTACTINA”

Nimero de paginas: 64 Candidato para el grado de Maestria en
Ciencias con Orientacién en Morfologia
Area de Estudio: Morfologia.

Propésito y Método de Estudio:

El término “Fusoquina” se utiliza para denominar proteinas de fusion que proceden de citocinas. Las citocinas
son moléculas liberadas al medio para llevar la tarea de comunicacion celular. Sin embargo se conocen citocinas que
juegan papeles importantes en la progresion tumoral, actividades que se conoce desarrollan las citocinas IP10 y
Linfotactina. Por ello el presente trabajo tuvo como objetivo determinar si la fusoquina IP10/Lptn (FIL) muestra una
mayor actividad biolégica y antitumoral que sus correspondientes quimiocinas individuales. Para esto se desarroll6 la
construccion de un adenovirus para cada citocina en particular y la fusoquina FIL; se prob6 que fueran capaces de
infectar nuevas células, y se determiné la produccién de proteinas por Western Blot. Para conocer su actividad biolégica
se mont6 un ensayo de quimiotaxis, donde se demostré que las proteinas producidas por los adenovirus construidos
eran capaces de quimioatraer linfocitos humanos activados con IL-2. Finalmente se realizé un ensayo de actividad
quimioatrayente in vivo con ratones de la cepa C57BL/6 a los cuales se les inyect6é de manera intratumoral los distintos
adenovirus. Por Uitimo se llevé a cabo un ensayo antitumoral en ratones a los cuales primeramente se les inmunizé con
el antigeno CRT/E7 y posteriormente se les administré los sistemas adenovirales IP10, Lptn, IP10 + Lptn, Fusoquina
FIL.

Conclusiones y Contribuciones:

Se desarrollaron diferentes adenovirus recombinantes capaces de inducir la expresion y secrecion de las
citocinas IP10 o Lptn, y de su respectiva fusoquina. Posteriormente se demostré que las citocinas producidas son
capaces de inducir la quimioatraccién de linfocitos humanos activados con IL-2: asi como también se demostré la
capacidéd de inducir quimiotaxis in vivo. Finalmente se evalué la capacidad antitumoral producida por la infeccion de los

adenovirus recombinantes en un modelo de cancer cervicouterino murino.

NS

Director: Dra. Maria de Jesus Loera Arias
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CAPITULO 1. INTRODUCCION.

En afios recientes se ha llevado a cabo la busqueda de nuevas terapias que
induzcan la regresién de tumores establecidos. La regulacion de este proceso
puede estar mediada por diferentes moléculas; de entre ellas destacan las
citocinas. En la actualidad existen diferentes terapias mediante el uso de
citocinas que administradas de manera individual o combinada han conferido
regresion tumoral, ejemplo de ellas son la Proteina inducible por Interferén 10
(IP10) y la Linfotactina (Lptn). Una nueva estrategia en desarrollo consiste en la
fusion de citocinas (fusoquina), tratamiento con el cual se busca mejorar la
sinergia presentada por la combinacién de citocinas. En nuestro grupo de
trabajo ya se ha realizado la construccion de un vector adenoviral que acarrea
la fusoquina IP10/Lptn (FIL); por lo que en el presente trabajo se probara la

actividad bioldgica y el efecto antitumoral que podria presentar esta fusoquina.



CAPITULO 2. ANTECEDENTES.

2.1. Las Fusoquinas.

Las citocinas son proteinas de bajo peso molecular producidas por células del
sistema inmune que pueden actuar mediante dos mecanismos: autocrina al
modular la actividad celular, o paracrina al inducir la produccion de otras
citocinas mediante otras estirpes celulares. Ademas, las citocinas son
importantes en la regulacion de la proliferacion y diferenciacion celular, en la
quimiotaxis celular y en la activacion de células de la respuesta inmune
(Bermudez-Morales et al., 2005). Las citocinas son moléculas solubles que se
han agrupado en diferentes familias en base a su funcion, algunas de ellas son

linfocinas, interleucinas y quimiocinas.

Con el fin de potenciar los efectos creados por una citocina se han desarrollado
diferentes estrategias como por ejemplo, fusion de citocinas entre ellas (de la
misma o diferente familia), a anticuerpos e incluso con toxinas (Du et al., 2012;

Jahn et al., 2012; Zinser et al., 2012).

Al grupo de proteinas disefiadas por medio de bioingenieria que se conforman
por la fusion de dos citocinas biolégicamente distintas, y que por lo tanto son de

naturaleza bifuncional, se les denominan Fusoquinas (Rafei et al., 2011).



Actualmente ya existen diferentes trabajos realizados mediante el uso de
fusoquinas. Un ejemplo de esto es el trabajo publicado en 2005 por Acres y
colaboradores donde se cre6 una fusoquina compuesta por IL-2 e IL-18. Esta
molécula resulté ser un potente estimulador para el sistema inmune tanto innato
como adaptativo (Acres et al ., 2005). Asi mismo se ha reportado la creacion de
otras fusoquinas las cuales han conferido respuestas sinérgicas comparadas a
la administracién de las citocinas de manera individual o combinada. En la
Tabla 1 se enlistan algunas de ellas (Lu et al., 2008; Rafei et al., 2009; Williams

et al., 2010; Rafei et al., 2011; Li et al., 2013).

Tabla 1. Ejemplos de fusiones de citocinas (fusoquinas).

{ )
Lu, et al., 2008.

EGF/IL-18 *EGF-IL-18 fusion protein as a potential anti-tumor reagent by
induction of immune response and apoptosis in cancer cells.
«Cancer letters, 260(1-2), pp.187-97

g ) Rafei et al., 2009.

GMCSF /IL-15 driven inflammation as demonstrated in a murine model of
inflammatory arthritis.

«J Immunol. 2009 Aug 1;183(3):1759-66.

)
Williams et al., 2010.

GMCSF /1L 21 A fusion of GMCSF and IL-21 initiates hypersignaling through the IL-
21Re chain with immune activating and tumoricidal effects.

«Journal of the American Society of Gene Therapy, 18(7), pp.1293-301.

é )

GMCSFE / CCL2 Rafei et al., 2011.
*A MCP1 fusokine with CCR2-specific tumoricidal activity.
*Molecular cancer, 10(1), p.121

é "\ Lietal, 2013.

*A Fusion Cytokine Coupling GMCSF to IL9 Induces Heterologous
GMCSF /1L9 Receptor Clustering and STAT1 Hyperactivation through JAK2
Promiscuity

PLOS ONE, 8 (7), p. 69405




Entre la familia de las citocinas se ha enfatizado el uso de quimiocinas
(citocinas quimiotacticas) en diferentes tratamientos contra el cancer; esto dado
los mecanismos de accion que algunas de estas moléculas presentan para
modular el establecimiento de un tumor. Estos mecanismos son principalmente
tres: regulacion de neo-vascularizacion asociada a tumor, activaciéon de una
respuesta inmunoldgica y el reclutamiento de leucocitos al lugar donde se

desarrolla el tumor (Frederick y Clayman, 2001).

Dentro de las quimiocinas a las que se les ha asociado estos mecanismos
estan: Fractalina (CX3CL1), RANTES (CCL5), Proteina inducible por interferén

10 P10” (CXCL10) y Linfotactina “Lptn” (XCL1) (Singh et al., 2007).

2.2. 1P10.

La quimiocina proteina inducible por interferén gamma 10 abreviada como IP10
pertenece a la familia estructural CXC. Esta es una glicoproteina madura que
tiene un peso de aproximadamente 10 kDa, peso al cual debe su nombre. Esta
proteina estd formada por 77 residuos de aminoacidos y consta de cinco
laminas B y tres a-hélices (Swaminathan et al., 2003). La secuencia de aa de la

IP10 humana tiene un 63% de homologia respecto al cDNA de la IP10 murina.



Figura 1. Estructura tridimensional de IP10. La estructura de esta quimocina

consta de cinco laminas 3 y tres a-hélice.

Bajo condiciones inflamatorias la quimiocina IP10 es secretada por una
variedad amplia de células como los son leucocitos, neutrofilos activados,
eosindfilos, monocitos, células epiteliales, endoteliales asi como estromales

(fibroblastos) y queratinocitos; esto en respuesta a IFN-y (Cristillo et al., 2003).

La quimiocina IP10 se une especificamente al receptor CXCR3 el cual es un
receptor transmembranal acoplado a proteina G que cuenta con 3 isoformas:

CXCR-A, CXCR-B y CXCR-alt (Furuya et al., 2011).

e La union de esta quimiocina a la isoforma CXCR3-A provoca la
guimioatraccion de las células positivas; este receptor se encuentra
expresado predominantemente en linfocitos T activados, células “natural

killer” y células dendriticas inflamatorias (Liu et al., 2011).



e Por otra parte la union a la isoforma CXCR-B codifica para una proteina
grande de 416 aminoéacidos la cual se acopla con otras proteinas a la
adenil ciclasa para llevar a cabo la inhibicion de la proliferacion endotelial
(Feldman et al., 2006). Al regular la proliferacién vascular y actuar como
un angiostatico inhibe asi el crecimiento del tumor (Sato et al., 2007;
Bodnar et al., 2009). Ademas se ha descubierto que la quimiocina IP10
puede ejercer arresto de la proliferacion celular sobre células Hela,
potenciando los efectos de la radioterapia (Yang et al., 2012).

e La funcién de la uniéon de la quimiocina IP10 con el receptor de la

isoforma CXCR-alt alin no se conoce.

2.3. Linfotactina.

La familia de quimiocinas con receptor XC solo tiene un miembro llamado XCL-
1, mejor conocida como Linfotactina. Esta es una proteina catiénica de 10.2
kDa. La Lptn estd formada por 93 residuos de aminoacidos y consta de tres
cadenas con estructura de laminas B y dos a-hélices, ademas posee un
extremo largo carboxi-terminal que esta asociado a la actividad quimiotactica
(Sun et al., 2011). La Linfotactina humana presenta una homologia del 61% con

respecto a la linfotactina murina.



Figura 2. Estructura tridimensional de la Linfotactina. La estructura de esta
gquimiocina esta conformada por tres cadenas con estructura de laminas B y dos a-

hélice.

La funcién de la Lptn permanecié indeterminada por muchos afos, hasta 1994
cuando fue descrita como una proteina que inducia la quimiotaxis de una
variedad de linfocitos, por lo cual obtuvo el nombre de “linfotactina” (Kroczek y

Henn, 2012).

La quimiocina Lptn es expresada por diferentes células del sistema inmune
incluyendo a células T CD8" activadas, células T CD4", células NK y NKT, asi
como ceélulas timicas epiteliales. Esta quimiocina transmite sefales de
guimioatraccion al unirse al receptor XCR1, el cual esta presente en células T
CD3", células T CD8", células T CD4" anergizadas, neutrofilos y células

dendriticas (Lei y Takahama, 2012).



Anteriormente solo se conocia que esta proteina tiene un papel en el
mantenimiento de la integridad del epitelio y en respuestas inmunes mucosas.
Recientemente se ha probado que la actividad antitumoral de Lptn puede
resultar en la regresiéon de tumores debido a la atraccion de células NK y
linfocitos (Huang et al., 2002). Esta conclusion también se vio reflejada por este
grupo de investigacion en otro modelo terapéutico de transferencia de linfocitos,
en donde el efecto se potencié por la actividad quimiotactica de la Lptn (Huang

et al., 2005).

Ademas se ha probado que la Lptn en conjunto con otras terapias puede
potenciar la citotoxicidad de los CTL y de las células NK; esto dado que

incrementa la produccion de la citocina IL-2 e Interferon gama (Xia et al., 2002).

2.4. IP10, Lptn y el cancer.

El papel que desempefian las citocinas en la progresion del cancer es diverso.
Por un lado se conoce que su ausencia podria afectar la migracion de células
efectoras a sitios de tumor. Tal como ocurre con la quimiocina IP10 cuya
expresion se ha correlacionado inversamente con la progresion del cancer de

pulmoén (Kakinuma & Hwang, 2006). Ademas se sabe que las citocinas pueden



inducir la expresion de nuevas citocinas al unirse a sus células diana,

favoreciendo efectos sinérgicos entre ellas.

Se ha demostrado en ratones que la quimiocina IP10 puede tener un efecto
sinérgico con otras citocinas. Un ejemplo de ello fue la coadministracién de dos
adenovirus, uno codificante para IL-12 y otro para IP10, donde se logr6 el 100%
de regresién en tumores colo-rectales previamente establecidos (Narvaiza et

al., 2000).

De igual manera se ha probado el efecto antitumoral sinérgico que puede
presentar la Linfotactina con otras citocinas, esto mediante un modelo de
células de neuroblastoma modificadas que co-expresaban IL-2 y Lptn; este
tratamiento se probo6 en ensayos clinicos de fase |, el cual indujo una respuesta
inmune antitumoral; sin embargo, fue descontinuado por presentar toxicidad

asociada a la administracion de IL-2 (Russell et al., 2007).

En el afio 2004 se probo el efecto antitumoral de la combinacion de las
quimiocinas IP10 y Linfotactina, esto a través de su insercion y produccion en
vectores adenovirales independientes para cada una de ellas. La combinacion

de ambas quimiocinas resultd en un efecto antitumoral de 2 a 4 veces mayor



gue el encontrado por cada quimiocina por separado, ademas de que se

observé una regresion tumoral en el 87% de los ratones (Huang y Xiang, 2004).

Sin embargo, hasta el momento no se ha reportado la creacion de la fusoquina
conformada por IP10 y Lptn, esto es importante para conocer el efecto sinérgico

de ambas citocinas en la regresion de tumores.

2.5. Vectores adenovirales.

El uso de vectores adenovirales ofrece como vacuna muchas ventajas entre
ellas la eficacia, seguridad y estabilidad. Ademas, los adenovirus infectan a un
amplio rango de células, tanto a las que tienen division activa, asi como a
células que han pasado por un proceso mitético (Rocha et al., 2004; Mizuguchi

y Takao, 2004; Sharma et al., 2009).

La construccion de vectores adenovirales se lleva a cabo con la remocion de la
region E1 del genoma viral lo cual resulta en virus no replicativos. La
multiplicacion de estos virus es posible solo en células permisivas como las
HEK293 (“Human embryonic kidney 293%). Estas pueden completar las
funciones perdidas por la deplecion de la region E1, lo que permite la
multiplicacion y purificacion segura de estos virus recombinantes in vitro (Rocha

et al., 2004).
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En general es posible resumir como cualidades de los vectores adenovirales su
facilidad de construccion, que se pueden producir altos titulos y poseen una alta

eficiencia de transduccion (Mizuguchi y Takao, 2004).

Figura 3. Construccién de vectores adenovirales. Fotomicrografia donde se
muestra un cultivo de células antes de ser infectado con el AGFP (A) y 72
horas después de la infeccion (B) mostrando los cambios caracteristicos del
efecto citopatico. C) Micrografia de Fluorescencia mostrando una buena

eficiencia de transfeccion (100X). Obtenida de Loera-Arias, 2010.

11



2.6.

Definicién del problema y Justificacion.

2.7.

Debido a que el cancer es una de las principales causas de muerte a
nivel mundial es importante la busqueda y/o mejora en las terapias que

ayuden contra este padecimiento.

En los ultimos afios se han desarrollado estrategias que se basan en el
uso de quimiocinas con actividad antitumoral. Dos de estas quimiocinas
son la IP10 y la Lptn a las cuales se les ha demostrado que al usarse de
manera combinada presentan un efecto sinérgico en un modelo
antitumoral. Por tal motivo es importante evaluar el efecto que podrian

tener en el contexto de una fusoquina.

Hipotesis.

La fusoquina IP10/Lptn (FIL) presenta una mayor actividad biologica y
antitumoral que el de las quimiocinas administradas individualmente en

un modelo murino de cancer de cérvix.
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2.8. Objetivo general.

e Determinar si la fusoquina FIL muestra una mayor actividad biolégica y

antitumoral que sus correspondientes quimiocinas individuales.

2.9. Objetivos especificos.

1. Construir y caracterizar adenovirus que expresen IP10, Lptn y la
fusoquina FIL.

2. Demostrar que la fusoquina FIL posee actividad bioldgica.

3. Evaluar la actividad quimioatrayente de la fusoquina FIL en un modelo
tumoral in vivo.

4. Analizar el efecto antitumoral de la fusoquina FIL en un modelo murino

de cancer de cérvix.
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CAPITULO 3. MATERIAL Y METODOS.
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3.2. Material.

3.2.1.

Material bioldgico.

e Cepas de E. coli:

o BJ5183 (Genotipo: endA, sbcB-, recBC-, strF).

o DHb5a (Genotipo: endA, hsdR17, recAl).

e Lineas celulares:

O

O

HEK293 (Linea obtenida a partir células embrionarias humanas de
riidn generadas por la transfeccién con el Adenovirus 5).

HelLa (Linea obtenida a partir de células humanas de carcinoma
epitelial cervical).

TC-1 (Linea celular derivada de células epiteliales de pulmén de la
cepa de raton C57BL/6 transformada con los oncogenes ras, E6 y

E7 del HPV16).

e Anticuerpos:

o

O

Anti-Lptn Humana (policlonal; R& D Systems, E.U.A.).

Anti-IP10 Humana (policlonal; R& D Systems, E.U.A.).

Anticuerpo secundario anti-goat conjugado a peroxidasa (Pierce,
E.U.A).

Anti-CXCR3 (policlonal; USBiological, E.U.A.).

Anti-CD16/CD32 (monoclonal; BD Biosciences Pharmingen,

E.UA).
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o Anti-Adenovirus hexdn (monoclonal, Santa Cruz Biotechnology,
E.U.A).

e Enzimas: BamHI (New England Biolabs, E.U.A.), Pmel (New England

Biolabs, E.U.A.), Pacl (New England Biolabs, E.U.A.), T4 Ligasa

(Promega, E.U.A)), Taq (GoTaqg, Promega, E.U.A.).

3.2.2. Reactivos especiales.

o Marcador de peso molecular, GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder
(Thermo Scientific, E.U.A.).

o Kit GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Scientific, E.U.A.).

o Kit Plasmid Midi Kit (Qiagen, E.U.A.).

o Kit SuperSignal West Pico para peroxidasa (Pierce Co., E.U.A.).

o ViraBind™ Adenovirus Purification Kit (Cell Biolabs Inc., E.U.A.).

o TurboFect™ (Fermentas, E.U.A.).

o Ficoll Paque Plus (GE, E.U.A)).

o Interleucina 2 humana (Santa Cruz Biotech., E.U.A.).

o Zymosan (Sigma, E.U.A.).

o WST-1 (Roche Applied Science, Alemania).

3.2.3. Medios de cultivo.

e Medio Luria-Bertoni (LB) caldo y agar (Gibco, E.U.A.).
16



e Medio Eagle Modificado de Dubelcco (DMEM) con y sin rojo Fenol
(Gibco, E.U.A)).

e Medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI, Gibco, E.U.A.).

3.2.4. Equipo.

Micropipetas de volimenes de 0.5uL a 10uL, 20uL a 200uL, 200uL a
1000pL.

e Camaras de electroforesis.

e [ncubadora de CO..

e Campana de seguridad Nivel Il.

e Microscopio invertido.

e Microcentrifuga.

e Refrigerador (4°C).

e Congelador (-20°C).

e Ultra refrigerador (-80°C).

e Tanque de Nitrogeno.
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3.3. Métodos.

3.3.1.Construccion y caracterizacién de adenovirus que

expresen IP10, Lptn y la fusoquina FIL.

3.3.1.1. Obtencién del genoma adenoviral.

La Fusoquina IP10/Lptn (FIL) fue disefiada, construida y caracterizada
previamente (Sanchez-Lugo, 2011). Su disefio se basa en un marco de lectura
para ambas citocinas, eliminando la secuencia de terminacion de una primera
citocina (IP10) y el péptido sefial de la segunda citocina (Lptn); entre ambas se
colocd una secuencia “linker” la cual codifica para el péptido (Gly, Ser); que ya
ha sido descrito por varios autores (Lode et al. 1998; Ziegler et al. 2012) para la
construccion de proteinas de fusion. La secuencia de la fusoquina fue
procesada en el sistema AdEasy™ Adenoviral Vector System (Agilent

Technologies, E.U.A.) para la construccion de particulas virales.

AUAG ASP

I: AUG ! | UAG
SF Linker Lptn

Figura 4. Secuencia de la fusién entre IP10 y Linfotactina. Se muestran en

color verde la secuencia perteneciente al gen codificante para IP10; en color
azul la secuencia perteneciente a linfotactina; en color morado la secuencia
linker. AUG, codén de inicio de la traduccién; UAG, codon de terminacion de la

traduccion; SP, péptido sefial; A, delecion.
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En este trabajo se comenzd con la construccion de los Adenovirus IP10
(AdIP10) y el Adenovirus Lptn (AdLptn), ya que nos servirdn como controles
para comparar el efecto de la fusoquina contra cada quimiocina de manera
individual o combinada. Para realizar esto primero se obtuvieron las secuencias
codificantes para cada quimiocina a partir de las bases de datos del GenBank
(NCBI, E.U.A). Estas secuencias se mandaron sintetizar a la compafia
Eurofins MWG Operon (E.U.A.), de donde se enviaron las secuencias clonadas
en el vector pCR®2.1 (Invitrogen, E.U.A.). Todas las secuencias utilizadas en
este trabajo fueron optimizadas al momento de la sintesis de los genes para su

expresion por células humanas mediante el uso de codones preferenciales.

La obtencion de particulas adenovirales se llevé a cabo mediante el uso del
sistema AdEasy Adenoviral Vector System (Agilent Technologies, E.U.A.) para
lo cual primeramente es necesario clonar las secuencias a expresar en el vector
transbordador pShuttle (pSh), por lo que fue necesario subclonar a partir del
vector pCR®2.1 (pC) al vector antes mencionado. Esto se logré por medio de la
digestion de los plasmidos con las enzimas de restriccion Xhol y Hindlll. El
resultado de la digestion fue analizado en un gel de agarosa al 0.8% a partir del
cual se purificd el fragmento del gen de interés de cada plasmido por el Kit
GeneJET Gel Extraction (Thermo Scientific, E.U.A.). En reacciones por
separado se llevo a cabo la ligacion de los genes de interés con el vector pSh
mediante el uso de la enzima T4 Ligasa (Promega, E.U.A.). Una vez obtenida la

ligaciéon se procedio a transformar bacterias E. coli de la cepa DH5a, de donde
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se levantaron las colonias resistentes a kanamicina y se realiz6 un tamizaje

mediante PCR a fin de corroborar su transformacion.

El PCR consistié en amplificar la region de nuestro gen de interés, la cual tiene
un tamafo de 616 pb para Lptn y de 571 pb para IP10, para esto se utilizaron
los oligos: pSh fw (5 TTTAGTGAACCGTCAGATCCGC 3’) y pSh rw (5
ACCTCTACAAATGTGGTATGGC 3’) los cuales flanquean el sitio multiple de
clonacion del vector. La reaccion se realizd de acuerdo a las especificaciones
técnicas de la enzima Taq (GoTag, Promega E.U.A.) con el siguiente ciclo de
amplificacion: 94°C por 4 min, seguidos de 30 ciclos a 94°C por 1 min, 57°C por
1 miny 72°C por 1.5 min. El producto de PCR se analizé en un gel de agarosa

al 0.8%

3.3.1.2.Clonacién de los genes de interés IP10 y Lptn en el

genoma adenoviral.

Para la obtenciéon del genoma adenoviral portando las secuencias de las
guimiocinas individuales, éstas primero se clonaron en el plasmido pSh
(pShIP10 y pShLptn) y se recombinaron con el plasmido pAd. Para esto se
utilizé la cepa de E. coli BJ5183 que permite la recombinacion entre ambos

plasmidos. La recombinacion se efectud co-transformando con el pAd y con los
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vectores pShIP10 y pShLptn linearizados con la enzima Pme | (New England
Biolabs, Inc. E.U.A.) en reacciones independientes. Las condiciones utilizadas

por el electroporador para la co-transformacion son: 2500 V, 200 Q, 25 uF.

Para cada recombinacién se seleccionaron colonias resistentes a kanamicina;
se obtuvo su DNA plasmidico y se llevé a cabo una digestion con la enzima
Pacl (New England Biolabs, EU). Mediante esta digestion es posible
caracterizar las clonas recombinantes. El patrén de corte serd de un fragmento
de aproximadamente 30 Kb y otro fragmento el cual puede variar segun el tipo
de recombinacion de aproximadamente 3.5 Kb o 4.0 Kb; esto debido a que la
recombinacién puede ocurrir en la secuencia homéloga del brazo izquierdo o el

origen de replicacion de E. coli.

right arm
homology
region

Figura 5. Recombinacién homdloga. Posibles regiones de recombinacion
homologa entre el plasmido transportador pShuttle (pSh) y el plasmido pAdEasy

(pAd).
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3.3.1.3. Produccion de particulas virales.

Una vez obtenido el genoma adenoviral se transfecté en la linea celular
HEK293, la cual expresa de manera constitutiva el gen E1 que se encuentra
deletado en el genoma viral y es necesario para la produccion de particulas
virales. La transfeccion se llevO a cabo mediante el reactivo TurboFect™
(Fermentas, E.U.A.) el cual es una solucion estéril de polimeros catiénicos en
agua. Estos polimeros forman complejos compactos, estables de carga positiva
con el DNA, los cuales lo protegen de la degradacion y facilitan su transporte

hacia el interior de células eucariotas.

Para la transfeccion se utilizaron 200,000 células HEK sembradas en placas de

60 mm a las cuales se les adicioné 6ul del reactivo TurboFect™, incubado
previamente a temperatura ambiente por 20 minutos con 4 ug de DNA
adenoviral digerido con la enzima Pac |. Después de la transfeccion las células
se incubaron a 37°C en un ambiente de CO, al 5%. Se realizaron
observaciones diarias a las células en busca del efecto citopatico (células
redondeadas con nulcleos prominentes), lo cual indica la produccion de
particulas virales. Como control de la transfeccion se utilizé el Ad-GFP, ya
construido por nuestro equipo de trabajo, el cual produce la Proteina Verde

Fluorescente visible en un microscopio de fluorescencia (Leica, E.U.A.).
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Una vez gue se observaron células con efecto citopatico (entre 10 y 12 dias),
las células fueron cosechadas y se realizaron extractos con el fin de obtener
particulas virales para la infeccion de nuevos cultivos de células HEK293. Para
la realizacion de los extractos fue necesaria la disgregacién mecanica de las
células junto con el medio de cultivo en tubos tipo Falcon de 50ml. Con el fin de
lisar las células para liberar la mayor cantidad de viriones los tubos se llevaron a
tres ciclos de congelacion y descongelacion y se centrifugaron a 1000 g por 5
minutos. Finalmente se recuperd el sobrenadante en un tubo nuevo, este

sobrenadante que contiene los viriones infectivos se conservo a -20°C.

Para generar y purificar una cantidad mayor de particulas virales fue necesario
sembrar 4 cajas T75 con 3x10° de células HEK293; al llegar a una confluencia
de 70% se realiz0 la infeccion con los extractos adenovirales IP10, Lptn y AdV.
El efecto citopatico se observo a los 3 dias. Se procedi6 a hacer los extractos
para la liberacion de viriones segun el procedimiento anterior. El sobrenadante
conteniendo las particulas virales fue purificado por medio del Kit ViraBind™
Adenovirus Purification Kit (Cell Biolabs Inc., E.U.A.) segun instrucciones del

fabricante.
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3.3.1.4. Cuantificacion de particulas virales.

La cuantificacion de particulas virales se realizé con dos métodos: uno fisico y

otro quimico.

El método fisico se basa en la evaluacion de particulas virales correlacionando
su contenido de DNA. El coeficiente de extincién es de 1.1 x 10*? virus por
unidad de OD 260. Para llevar a cabo este procedimiento primeramente se
someten las particulas virales purificadas a lisis por el buffer VLB (0.1% SDS,
10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 7.4), en diluciones 1:2, 1:5, 1:10 y 1:20. Las
diluciones se incuban por 10 minutos a 56°C con agitacién vigorosa. Cada
dilucion fue leida por duplicado por espectrometria a una OD260. El resultado

final sera el promedio de todas las diluciones.

El método biolégico se basa en el desarrollo de CPE en las células HEK293

usando diluciones de punto final para determinar las particulas virales efectivas.

Para llevar a cabo este experimento se utilizaron 1000 células HEK293 (100ul

de medio DMEM, 2% FBS, 1X glutamina, 1X antibi6ticos) por pozo en una placa

de 96 pozos planos; se incubaron por 24 horas para su adhesion. Transcurrido

el tiempo de incubaciéon se adiciond 200 ul del adenovirus purificado en

diluciones de 1 x 10 hasta 1 x 10™*° con 10 repeticiones cada dilucién. Se

utilizaron 2 pozos control por dilucién, en los que solo se adicion6 200 ul de

medio. La placa se incub6 por 10 dias en una incubadora humeda con las
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siguientes condiciones: 5% CO2, 37°C. Transcurridos los 10 dias se analiz6 la
placa y se contabilizé la existencia de CPE por cada pozo de cada dilucion
(radio de células con CPE por dilucion). Un pozo se consider6 positivo si incluso
solo existieran algunas células que mostraran CPE. El ensayo se consideré
vélido cuando las células de la dilucién menor (1 x 10™% no mostraban CPE. El
titulo viral se determiné utilizando el método estadistico Karber, donde para una
dilucion de 100 pl el titulo serd de T =10 *4©-%9 en el cual d sera igual al Log
10 de la dilucién (1; ya que es una dilucién 1 a 10) y S, la suma de los radios.
Se ha validado que los titulos adenovirales medidos por TCIDsy es 0.7 Log
mayor que en PFU/mI, por esta aseveracion es posible transformar las unidades
de TCIDsp a PFU/mI; al restar 0.7 Log al exponente encontrado en la titulacién

por TCIDsy (AdEasy vector system, Qbiogene, Inc.).

3.3.1.5. Deteccion de las quimiocinas IP10 y Lptn producidas por

los adenovirus recombinantes.

Para la deteccién de la proteina recombinante se sembraron células HelLa y se
infectaron por separado con los adenovirus recién construidos AdIP10 y AdLptn,
ademas de con AdV y células sin infectar como control negativo. Ademas el
experimento se realizé usando como control positivo células infectadas por el

AdFIL ya caracterizado.
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A las 48 horas de infeccidon con los adenovirus antes descritos se obtuvo la fase
sobrenadante, la cual se centrifug6 para descartar a las células; y estos
sobrenadantes fueron tratados con buffer DTT-LB 4x (Tris-HCI, pH 6.8 50 mM,
SDS 2%, glicerol 10%, EDTA 12.5 mM, azul de bromofenol 0.02% y DTT 1%).
Estos sobrenadantes se cargaron de manera idéntica por duplicado en
diferentes geles de Acrilamida-SDS al 15% y se corrieron a 80 volts en buffer
Tris-Glicina-SDS. Los geles se transfirieron a membranas de PVDF (Milipore
Corp., E.U.A.) en una camara de transferencia semi-himeda por 20 minutos a
120 mili Amperes. Acto seguido, se bloguearon las membranas en buffer TBST
(Tris-HClI 20 mM, NaCl 137mM, pH 7.6, Tween 20 0.05%) con leche
descremada sin grasa al 10%. Las membranas se incubaron por 1 hora a una
temperatura de 4°C; después de este tiempo se realizaron 3 lavados con buffer
TBST de 15 minutos cada uno, al finalizar los lavados se incubaron las
membranas cada una con un anticuerpo primario distinto: anti-IP10 y anti-Lptn,
las condiciones de incubacién fueron de 4°C con agitacion suave, posterior a
esto se realizaron 3 lavados con buffer TBST de 15 minutos cada uno y se
incubaron ambas membranas con el anticuerpo secundario (anti-cabra
conjugado a peroxidasa) a una dilucion de 1:20,000 por una hora. Después se
dieron lavados de 15 minutos a las membranas con buffer TBST y se revelaron
por quimioluminiscencia con el Kit Super Signal West Dura para peroxidasa

(Pierce Co., E.U.A)).
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3.3.2. Andlisis de la actividad biolégica in vitro de la

fusoquina FIL.

Las células utilizadas para medir actividad biologica fueron linfocitos humanos
obtenidos a partir de sangre periférica de un voluntario. A una parte de sangre
periférica (heparinizada) se le agregd una parte igual de PBS (NaCl 137 mM,
KCl 2.7 mM, NaHPO 10 mM, KH,PO 2mM). Mientras en un tubo nuevo se
coloco otra parte igual de Ficoll Paque PLUS (GE Healthcare, E.U.A.) y se
agrego la sangre diluida en PBS por las paredes del tubo, esto se centrifugo a
400g a 19°C por 40 minutos, al cabo de este tiempo se observo el gradiente de
densidad creado por el reactivo Ficoll-Paque de donde se recupero la fase que
corresponde a las células mononucleares con una pipeta serologica y se
conservaron en un tubo nuevo. A estas células se les dieron tres lavados con
PBS, centrifugando a 100g a 19°C por 10 minutos en cada lavado. Después del
tercer lavado las células se colocaron en cultivo con medio RPMI 1640 (Gibco,
E.U.A)) suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado (Sigma,
E.U.A)), antibiéticos 1x, piruvato de sodio 1x y 10U de interleucina humana IL-2

(R&D systems., E.U.A.) a 37°C con una atmosfera de 5% de CO, por 21 dias.

Como quimioatrayente se utilizé6 el sobrenadante (300ul) de la infeccién de

300,000 cél HEK293 con 1x10° PV con los adenovirus AdIP10, AdLptn, AdFIL y
AdV como control negativo (todas las muestras se procesaron por triplicado).

Para el tratamiento conformado por la combinacion de los sobrenadantes
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infectados por las citocinas individuales (AdIP10 + AdLptn) se utilizé 150 ul de

cada uno.

Como control positivo se utilizé suero fetal bovino con complemento activado. A
este suero se le agregdé Zymosan (Sigma, E.U.A.) y se incub6 a 37°C por 30
minutos. Como control negativo se utilizaron los extractos celulares de células

no infectadas (todas las muestras se procesaron por triplicado).

Para llevar a cabo este objetivo se procedié a montar un ensayo de quimiotaxis
el cual consta de un dispositivo de dos camaras separadas por una membrana;
en la camara inferior se coloca la solucion quimioatrayente mientras que en la

camara superior se colocan las células que seran quimioatraidas.

Membrana
S5um

... ...s ‘. } Células

Quimioatrayentes

Figura 6. Diagrama del dispositivo de quimiotaxis. El dispositivo de
guimiotaxis consta de dos caAmaras separadas por una membrana. En la camara
inferior se coloca el quimioatrayente deseado, separado por una membrana en
este caso de 5um; mientras que en la parte superior se colocan las células que

seran quimioatraidas.

Para la realizacion del experimento se utilizo el dispositivo ChemTax

(Neuroprobe, E.U.A.) con una membrana de poro de 5um.
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El dispositivo montado se incub6 por 2 horas, se obtuvo 100ul de la camara
inferior en una placa de 96 pozos y se afadié 10 pl del reactivo WST-1; el cual
es un reactivo que mide actividad enzimatica producida por las células vivas.
Las células y el reactivo se incubaron por un lapso de 20 horas. Pasado el
tiempo de incubacion se leyé el resultado en un lector de placas 96 pozos
(iMark, BioRad E.U.A.) a 450 nm con un filtro de referencia de 650nm. Los
resultados obtenidos se expresan en % de células atraidas en base a un control
del numero total de células cargadas por pozo. Los resultados fueron
analizados utilizando la prueba estadistica ANOVA para comparaciones

multiples.

3.3.3. Evaluacion la actividad quimioatrayente in vivo de la

fusoquina FIL.

Para este experimento se utilizaron ratones de 6-8 semanas de edad a los
cuales se les inyectaron de manera subcutéanea en el costado derecho 4x10*

células TC-1 por ratdn (dia 0).

A los 15 dias, cuando el tumor se encontraba palpable, se inmunizaron con el
plasmido CRT/E7 el cual es un plasmido construido y caracterizado por Kim et
al., 2004; el objetivo de transfectar este plasmido es el activar a las células del
raton para la respuesta en contra del tumor. La transfeccién se realizd por

medio de Biobalistica, acoplando 1pug de DNA (pShuttle CRT/E7) con las
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particulas de Oro de 1 um. Este complejo fue disparado por medio del sistema
Helios® Gen Gun (Bio-Rad, E.U.A.) a una presién de 300 psi en el abdomen de

cada ratén.

Al dia 22 del experimento se administr6 a los ratones por medio de una
inyeccién intratumoral 1x10° P.V. en un volumen final de 120 pl PBS estéril, con
los Adenovirus: AdIP10, AdLptn, AdIP10 + AdLptn (1x10°® P.V. por cada
adenovirus), AdFIL o AdV. Para este experimento ademas se incluy6é un grupo
negativo a la activacion por CRT/E7 y negativo a la administracion de

adenovirus.

A las 24 y 48 horas posteriores se sacrificaron 2 ratones de cada grupo
respectivamente. Se realizé la diseccion del tumor, el cual fue fijado en PFA al

4% para su posterior inclusion y corte en microtomo.

Los cortes se montaron en laminillas cargadas (Superfrost Plus, Fisher
Scientific, E.U.A.) y se hidrataron (xileno, serie de alcoholes de 100° a 70°,
agua destilada). La recuperacion de antigenos se llevo en buffer de citrato (10
mM &cido citrico, 10 mM citrato de sodio, 0.05% Tween 20, pH 6.0) en una
vaporera sellada. El bloqueo de Peroxidasa enddgena se realiz6 mediante la
incubacion de las secciones con 0.3% de H,O, en agua durante 20 min a
temperatura ambiente. Ademas se bloqued la union no especifica del
anticuerpo incubando las secciones en Buffer TBS con 3% de suero de caballo

y 0.05% de Tritdbn X-100 durante 1 hora a 4°C.
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La inmunodeteccion se llevé a cabo utilizado anticuerpos contra: CXCR3 a una
dilucién 1:500 (receptor de la citocina 1P10); CD16-CD22 a una dilucion 1:500
(células B, NK, cebadas, dendriticas; monocitos/macrofagos, granulocitos) y
como control de la infeccion con el adenovirus se usé un anticuerpo anti-hexén
dirigido contra la capside adenoviral a una dilucion 1:50. Todas las muestras
con los anticuerpos primarios se incubaron por una noche. Se dieron 3 lavados

de 5 minutos con PBS 1X.

Se utilizo el kit de deteccidén Vectastain® ABC Systems (Vector Laboratories,
E.U.A) dicho kit cuenta con el anticuerpo secundario anti-conejo/ratén
biotinilado conjugado con HRP, con el cual se incub6 por 1 hora a temperatura

ambiente. Transcurrido el tiempo se dieron 3 lavados de 5 minutos con PBS 1X.

Finalmente las laminillas procesadas fueron reveladas mediante la adicion del
sustrato diaminobencidina con el kit DAB Peroxidase Substrate Kit, 3,3'-
diaminobenzidine (Vector Laboratories, E.U.A). Posterior al proceso de
inmunodeteccion las muestras fueron contrateflidas con hematoxilina
convencional (10 seg en Hematoxilina, 10 seg en alcohol &cido, 3 lavados con
agua corriente) y montadas en el medio acuoso Vikel (donado por el M.C. Viktor

Romero).
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3.3.4. Analisis del efecto antitumoral de la fusoquina FIL

en un modelo murino de cancer de cérvix.

Para analizar el efecto antitumoral terapéutico se utilizaron ratones hembras de
6-8 semanas de edad, 5 por cada tratamiento. Estos se inyectaron con 4x10*
células TC-1 por ratbn mediante una inyeccién subcutdnea en el costado

derecho (dia 0).

A los 11 dias, cuando el tumor se encontraba palpable, se realizd la
inmunizacion con el plasmido CRT/E7 (Kim et al. 2004) por medio de Bio-
balistica, disparando 1ug de DNA (pShCRT/E7) con particulas de Oro de 1.0
um. Este complejo fue disparado por medio del sistema Helios ® Gen Gun (Bio-

Rad, E.U.A.) a una presién de 300 psi en el abdomen de cada raton.

Al dia 18 del experimento se administro los vectores adenovirales a los ratones
por medio de una inyeccién intratumoral la cual contenia 1x10° P.V. en un
volumen final de 120 pl de PBS estéril, con los siguientes tratamientos: AdIP10,
AdLptn, AdIP10 + AdLptn (1x10® P.V. por cada adenovirus), AdFIL o AdV. De
igual manera se incluyé un grupo negativo a la activacion por CRT/E7 y

negativo a la administracion de adenovirus.

El crecimiento tumoral se monitoreo cada tercer dia y se graficd el volumen
tumoral con base a la féormula: volumen tumoral= ((didmetro menor)? (diametro

mayor))/2.
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CAPITULO 4. RESULTADOS.

4.1. Construccién y caracterizacion de adenovirus que

expresen IP10, Lptn.

Clonacién de los genes IP10y Lptn en el genoma adenoviral.

Para la construccion y caracterizacion de los adenovirus se requirié de distintos
pasos: (1) clonar el gen de interés dentro del plasmido pSh, (2) recombinar los
plasmidos pSh y pAd, (3) caracterizar el genoma adenoviral recombinante, (4)
transfectar el DNA recombinante para la produccion de particulas virales y (5)
probar que el adenovirus es capaz de dirigir la expresiéon de la proteina

recombinante.

4.1.1. Clonacién de los genes de interés en pSh.

Los genes para las quimiocinas IP10 y Lptn fueron enviados a sintetizar de
manera individual optimizados por la compafia Eurofins mwg operon (E.U.A.).
Estos genes llegaron clonados cada uno en un plasmido pCR®2.1 (pC), de

donde fue necesario subclonar para su proceso en el sistema AdEasy.
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Figura 7. Estrategia de subclonacion del vector pCR2.1 al vector
pShuttle. A partir del vector pCR 2.1 se obtuvieron los genes de interés los
cuales se clonaron de manera dirigida por las enzimas Hindlll y Xhol, en el

vector pShuttle.

La estrategia de subclonacion de los genes de interés consistio en liberar el
fragmento del gen de interés del esqueleto del pldsmido por medio de una
digestion enzimatica con las enzimas Hindlll y Xhol. Con esta digestion se
obtuvo para el vector pCIP10 la liberacion de dos fragmentos: el esqueleto del
plasmido de 3.8 Kb y de el gen de interés de un tamafio de 0.445 Kb; de igual
manera en la digestién del vector pCLptn se obtuvieron fragmentos de 3.8Kb
para el esqueleto del pladsmido y de 0.490 pb para el gen de interés; los
fragmentos correspondientes con los genes de interés fueron purificados a

partir del gel de agarosa (Figura 8).
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Figura 8. Digestién enzimética con Hindlll y Xhol en los vectores pCIP10 y
pCLptn. Carril 1, pCIP10 digerido; carril 2, pCLptn digerido. Las flechas indican
la liberacion del gen de interés, de 0.445 para pCIP10 y de 0.490 para pCLptn.

M, Marcador de peso molecular 1 kb. Gel de agarosa al 0.8%.

Una vez purificados los fragmentos fueron ligados con el vector pSh
previamente digerido con las enzimas Hindlll y Xhol y transformados en
bacterias E. coli de la cepa DH5a calcio competentes, las cuales fueron
plagueadas en LB agar con kanamicina, de donde se levantaron colonias
resistentes a las cuales se les llevo a cabo la extraccion del DNA plasmidico. El
DNA se corrié en un gel para su andlisis donde se pudo apreciar, tanto para
pShIP10 como pShLptn, un tamafo aproximado a las 7.5 kb lo cual
corresponde al tamafio del vector pSh, mientras que en los vectores pCIP10 y
pCLptn, se encontré una banda de aproximadamente 4.5 kb que corresponde
con los tamafios esperados; logrando asi la subclonacion de los genes de

interés en el plasmido transbordador pShuttle (Figura 9).
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Figura 9. Ligacion de genes de interés en el vector pShuttle. Carril 1,
pCIP10; carril 2, pCIP10; carril 3, pShLptn; carril 4 pShIP10; carril 5, pShV. M,

Marcador de peso molecular. Gel de agarosa al 0.8%.

Para caracterizar los genes de interés con el vector pSh se llevé a cabo una
digestion enzimatica con las enzimas Hindlll y Xhol, liberando las secuencias

del gen de interés ligado, de 0.445 kb para IP10 y de 0.490 para Lptn (Figura

10).
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Figura 10. Caracterizaciéon de clonas con los genes de interés. Digestion
enzimética con Hind Il y Xho [; Carril 1, pShIP10; 2, pShLptn; M, Marcador de
peso molecular. Gel de agarosa al 0.8%.
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A la par de la caracterizacion enzimética se realizO un tamizaje por PCR a
posibles clonas con los genes de interés. El resultado se corrié en un gel de
agarosa en donde se observd que efectivamente algunas de las colonias
transformadas con la ligacion del gen de interés y el vector pSh presentaron
amplificacion. Para pShIP10 se present6 una amplificacién de 0.570 kb lo cual
corresponde con el tamafio del gen insertado de 0.445 kb méas una seccion del
sitio multiple de restriccion de 0.125 kb. Para el plasmido pShLptn se observo
una amplificacién de 0.616 kb, que corresponde con 0.490 kb del gen de interés
mas el sitio multiple de restriccién. Como control positivo del ensayo se utilizo el
pShFIL el cual tiene un patron de amplificacion de 0.75 kb. El control negativo
del ensayo presentdé amplificacion debida a la presencia del sitio multiple de

clonacién de 0.125 kb (Figura 11).
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Figura 11. Tamizaje de clonas ligadas con los genes de interés. Carriles
1-3, clonas transformadas con la ligacion de pSh y Lptn (Carril 3, clona
positiva para ligacion, amplificacién de 0.616 kb); carriles 6-8; clonas
transformadas con la ligacion de pSh y IP10 (Carril 8, clona positiva para
ligacion, amplificacion de 0.570 kb); carril 4, Control positivo con
amplificacién del gen de la fusoquina FIL (0.75 kb); carril 5, control negativo.

M, Marcador de peso molecular. Gel de agarosa al 0.8%.
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4.1.2. Recombinacion homdloga del plasmido pShuttle con el

vector AdEasy.

Con el fin de construir el genoma adenoviral recombinante para cada citocina,
primeramente se linearizaron los vectores pShIP10 y pShLptn con la enzima
Pmel (Figura 12). Al correr las digestiones en un gel de agarosa se pudo
observar que los plasmidos recién digeridos tenian una uUnica banda de

aproximadamente 7.5 kb lo cual corresponde con una digestion completa de los

plasmidos.
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Figura 12. Linearizacion de los vectores pShuttle acarreando los genes
de interés. Digestién con la enzima Pme |. Carril 1, pShIP10; carril 3,
pShLptn; carril 5, pShV. M: Marcador de peso molecular. Gel de agarosa al
0.8%.

El producto de cada digestion fue co-transformado en bacterias de la cepa
BJ5183 de E. coli. Se observé que para al menos 2 de cada 5 colonias
levantadas por construccion (pShIP10, pShLptn y pShV) presentaban un DNA
plasmidico Unico con un tamafio aproximado de 34 kb al correrlo en un gel de
agarosa (Figura 14); lo cual corresponde con la correcta recombinacion de los

plasmidos pSh y pAd.
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Figura 13. Obtencion de clonas recombinantes de pSh y pAd. Carriles 1-5,
recombinantes pAdIP10; carriles 6-10, recombinantes pAdLptn; carriles 11-15,
recombinantes pAdV; M, Marcador de peso molecular 1kb. Las flechas indican
las clonas seleccionadas para cada proceso de recombinacion. Gel de agarosa
al 0.8%.

4.1.3. Caracterizacion del genoma adenoviral recombinante.

La caracterizacion del genoma adenoviral recombinante se llevo a cabo

realizando una digestion enzimatica con la enzima Pac |.

Tanto para la construccion del genoma adenoviral pAdIP10 (carriles 3 al 7,
Figura 14) como para la construccion del genoma adenoviral pAdLptn (carriles
10 al 15, Figura 14) se pudo observar que de las colonias seleccionadas, el
80% de las clonas fueron positivas para la recombinacion; de donde 3 clonas
positivas se habian recombinado utilizando los brazos homdlogos
(caracterizado por la liberacién de dos fragmentos un mayor a 20kb y otro de
4.5 kb). Para la construccion del genoma pAdV soélo el 50% de las colonias

fueron positivas para la recombinacion; todas clonas recombinadas para pAdV
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se encuentran utilizando los brazos homologos para su recombinacién (carriles

15 al 21, Figura 14).
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Figura 14. Caracterizacién de clonas recombinantes. Carriles 3-7, clonas
recombinantes de pAdIP10; carriles 10-15, clonas recombinantes de pAdLptn;
carriles 16-21, clonas recombinantes de pAdV; M, Marcador de peso molecular
1 kb. Las flechas indican la liberacion de fragmentos de 3 kb y 4.5 kb

generados por la recombinacién homéloga. Gel de agarosa al 0.8%.

4.1.4. Produccion de particulas virales.

Con el fin de producir particulas virales se utilizaron las construcciones del
genoma adenoviral recién construidas y caracterizadas para llevar a cabo la
transfeccion de las células HEK293. A las células transfectadas se les
realizaron observaciones diarias en busca de efecto citopatico (CPE), el cual se
observo entre los 7 y 10 dias post-transfeccion para los pladsmidos transfectados
pAdIP10 (clonas 1 y 2), pAdLptn (clonas 1y 2) y pAdV. El control positivo del
ensayo consistié de la transfeccion del plasmido pAdGFP, del cual se corroboré
que existia expresion de la proteina fluorescente a partir del dia 5. El control

negativo durante este periodo no presento efecto citopatico (Figura 15).
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Figura 15. Proceso de transfeccion de las células HEK293. Observaciones
de las células HEK transfectadas con los diferentes tratamientos en los dias 1,

5,7 y 10. El control AGFP se corrobor6 su expresion a partir del dia 5 (10X).
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Dado el efecto citopéatico presentado por las células transfectadas y que el
sobrenadante de éstas fue capaz de infectar nuevas células es posible concluir

hasta este punto que ya se cuenta con los adenovirus AdIP10 y AdLptn.

4.1.5. Cuantificacion de particulas virales.

Utilizando los sobrenadantes infectivos de cada virus se amplificé la infeccion y
se purificaron las particulas adenovirales. Los adenovirus fueron cuantificados
con dos métodos: un método fisico obteniendo para los diferentes adenovirus
valores de entre 8x10'° a 1x10%; sin embargo al cuantificar las particulas
adenovirales por un método biolégico el numero de particulas infectivas fue
significativamente menor; los valores se presentan en la Tabla 2. Conociendo el
titulo adenoviral obtenido se procedidé con los experimentos siguientes utilizando
la concentraciéon de 1 X10° por tratamiento, la cuél es la maxima posible a

utilizar por la limitacion de las particulas adenovirales infectivas.

Tabla 2. Cuantificacion de adenovirus.

Adenovirus VP PFU/ml_l
AdIP10 1.13 x1o11 1.6 x107
AdLptn 8.33 )(1010 7.9 x107
AdFIL 1.15 x1o11 7.9 x106

AdV 1.19 x1o11 3.2 x108

VP, particulas virales obtenidas por el método fisico de cuantificacion; PFU/mI,
Unidades formadoras de placa por militro obtenidas por el método biolégico.
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4.1.6. Los adenovirus recombinantes son capaces de producir las

proteinas de interés.

Para determinar si los adenovirus recombinantes son capaces de dirigir la
expresion de las proteinas de interés IP10 y Lptn, a partir de una infeccién de
células HEK293 se obtuvieron los sobrenadantes los cuales se analizaron
mediante Western Blot usando anticuerpos especificos contra IP10 (Figura 16

A) o Lptn (Figura 16 B) humanas. Ambos geles se cargaron de manera idéntica.

La fusoquina FIL se cargé en el carril 1 (Figura 16) funcionando como un control
positivo, la cual presenta sefial con un peso aproximado a los 22 kDa (Sanchez-
Lugo, 2011). La produccion de quimiocina por AdIP10 solo fue detectada en la
Figura 16 A; en donde se observo una banda con sefal intensa con un peso
aproximado a los 10 kDa. Mientras que la produccion de la quimiocina por
AdLptn solo se detect6 en la Figura 16 B, con una sefial bien delimitada con un
tamafio aproximado a los 12 kDa. Para el experimento se utilizaron dos
controles negativos uno conformado por el sobrenadante de células infectadas
por el adenovirus vacio y otro conformado por sobrenadante de células sin
infectar; ambos controles no fueron detectados por los anticuerpos utilizados.
Con este experimento pudimos comprobar que los adenovirus fueron capaces

de dirigir la expresion de las proteinas recombinantes.
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Figura 16. Deteccidon de proteinas recombinantes por Western Blot.
Sobrenadantes de células infectadas con: 1, AdFIL; 2, AdIP10; 3, AdLptn;
4, AdV y 5, sobrenadante de células sin infeccién. Utilizando anticuerpos

especificos contra IP10 (A) o Lptn (B) humana.

4.2. La proteina quimérica FIL posee actividad bioldgica in

vitro.

Para conocer si las quimiocinas recombinantes producidas por la infeccién de
los adenovirus recombinantes poseen actividad biolégica in vitro, se llevé a
cabo un ensayo de quimiotaxis. En este ensayo se observé que todos los
sobrenadantes de infeccion obtuvieron algo de quimioatraccion in vitro; sin
embargo, el tratamiento del sobrenadante de infeccion por el AdFIL obtuvo una
atraccion mayor comparada con los sobrenadantes de infeccidbn de las

quimiocinas individuales y combinadas. Esta diferencia fue significativa con una
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p < 0.0001 en un ensayo de ANOVA para comparaciones multiples (Figura 17).
Con lo cual es posible comprobar que la Fusoquina FIL posee actividad

biolbgica in vitro.
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Figura 17. Ensayo de quimiotaxis. En este ensayo se utilizaron como
guimioatrayentes los diferentes sobrenadantes de infeccién obtenidos a partir
de 300,000 células infectadas con 1x10° PFU/mIl. Las células utilizadas fueron

linfocitos cultivados en presencia de IL-2 por 21 dias.
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4.3. La fusoquina FIL posee actividad quimioatrayente

en un modelo tumoral in vivo.

Conociendo que la fusoquina FIL posee actividad biolégica in vitro es
imprescindible conocer si esta actividad permanece en un modelo tumoral in
vivo. Para demostrar esto primeramente se reprodujo un modelo tumoral y se
inmunizé con el antigeno CRT/E7. 7 Dias después se administré la terapia
adenoviral intratumoral, con los diferentes tratamientos: AdIP10, AdLptn,
AdIP10 + AdLptn, AdFIL o AdV. A las 24 y 48 Horas post-tratamiento con los
adenovirus se sacrificaron ratones; se disecé el tumor y se procesO por

Inmunohistoquimica.

Los cortes de tumores obtenidos se procesaron por Inmunohistoquimica
utilizando el anticuerpo anti-Hexdn con el fin de verificar la presencia e infeccion
del adenovirus inyectado, bajo este ensayo se observO que existian zonas
positivas a la capside viral representadas por células con nucleos tefiidos de
color azul, con citoplasma y limites celulares tefiidos color marrén, esta
positividad se observé en diferentes individuos tanto a las 24 y 48 horas siendo
positivo como era lo esperado para los tratamientos con los adenovirus:
AdIP10, AdLptn, AdIP10 + AdLptn, AdFIL y por AdV. Estas zonas detectadas
como positivas podrian ser representativas del sitio de inyeccion intratumoral
(Figura 18.); mientras que como es esperado la positividad no se present6 en
los tumores del grupo donde no se administrd el tratamiento adenoviral (Grupo -
I-).
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En los cortes de los tumores procesados por el ensayo de inmunohistoquimica
llevado a cabo mediante el uso del anticuerpo anti-CXCR3 (receptor de la
quimiocina IP10). Se detect6 positividad representada de manera similar que el
ensayo anterior, por células con nucleos tefiidos de azul; mientras que tanto su
citoplasma y limites celulares se tifieron color marron. A las 24 horas post
tratamiento adenoviral se observé notoriamente esta coloracion en diferentes
campos de los tratamientos con los adenovirus AdIP10, AdIP10 + AdLptn y
AdFIL; mientras que el tratamiento con AdLptn sélo presentd positividad en
escasos campos. A las 48 horas post tratamiento adenoviral en diferentes
individuos se pudo corroborar lo observado en los individuos sacrificados a las
24 horas, en donde los tratamientos con los adenovirus AdIP10, AdIP10 +
AdLptn y AdFIL presentaban positividad en multiples campos; mientras que el
tratamiento con AdLptn presentaba positividad en nimero menor de campos.
Finalmente como era lo esperado el tratamiento con AdV y el grupo -/- no
presentd positividad ni a las 24 o0 48 horas. Por lo cual se puede aseverar que la
citocina IP10 producida por la infeccion del adenovirus efectivamente es

biol6gicamente activa in vivo (Figura 19).

Por ultimo los cortes procesados por el ensayo de inmunohistoquimica
mediante el uso del anticuerpo anti-CD16/CD32 (utilizado para marcar células
B, NK, cebadas, dendriticas; monocitos/macréfagos y granulocitos); se detecto
positividad con dos patrones de coloracion, el primero como se habia detectado

para los otros ensayos por células con nucleos tefiidos de azul y con una tincion
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marrén en citoplasma y limites celulares; el segundo patrén de tincidon consistié
en células tefiidas en su totalidad (nucleo, citoplasma vy limites celulares) de
color marrén. Estos dos patrones de positividad fueron detectados en multiples
campos de diferentes individuos sacrificados a las 24 horas post tratamiento
con los adenovirus AdIP10, AdLptn, AdIP10 + AdLptn, AdFIL; mientras que en
los tratamientos AdV y grupo -/- solo fue detectado en escasos campos. A las
48 horas post-administracion de los vectores adenovirales en ambos individuos
tratados con los adenovirus AdIP10, AdLptn, AdIP10 + AdLptn, AdFIL se
presento la positividad reportada a las 24 horas; sin embargo esta positividad
observada 48 horas post tratamiento fue detectada en la mayoria de los cortes
y obtuvo ademas una coloracion mas intensa. A las 48 horas post tratamiento
los controles negativos conformados por la administracion de AdV y el grupo -/-

la positividad detectada fue escasa (Figura 20).

A continuacion se muestran algunas imagenes representativas de cada
tratamiento de diferentes individuos a las 24 y 48 Horas. Con ellas es posible
determinar que la fusoquina FIL conserva su actividad biolégica en un modelo in

Vivo.
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Figura 18. Deteccién de la presencia e infeccion por los vectores
adenovirales. Imagenes representativas de la inmunohistoquimica anti-hexon,
a las A. 24 horas y B. 48 horas post-tratamiento adenoviral. La positividad se
evidencio como era esperado en los tratamientos AdIP10, AdLptn, AdIP10 +
AdLptn y Adv.
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Figura 19. Quimioatraccién de células con receptor de la quimiocina IP10.

Imagenes representativas de la inmunohistoquimica anti-CXCR3, las 24 horas
(A) y 48 horas (B) post-tratamiento adenoviral. La positividad se evidencio en
los tratamientos con los adenovirus AdIP10, AdIP10 + AdLptn y AdFIL, tanto a
las 24 como 48 horas.
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Figura 20. Quimioatraccién de células del sistema inmune positivas a los
receptores CD16/CD22. Imagenes representativas de la inmunohistoquimica
anti-CD16/CD22 (presente en células B, NK, cebadas, dendriticas;
monocitos/macrofagos, granulocitos), a las A. 24 horas y B. 48 horas post-
tratamiento adenoviral. Evidenciado en los tratamientos con los adenovirus
AdIP10, AdLptn, AdIP10 + AdLptn y AdFIL tanto a las 24 como 48 horas.

51



4.4, Efecto antitumoral de la fusoquina FIL en un modelo

murino de cancer de cérvix.

Finalmente, una vez que se demostroé la actividad biologica de la fusoquina FIL,
se evaluo el efecto antitumoral de los adenovirus sobre un modelo murino con
tumores subcutaneos. La inmunizacion con el antigeno se llevé a cabo el dia 9

post-implante tumoral y el tratamiento con los distintos adenovirus el dia 14.

Sin embargo, como se puede observar (Figura 21) no se observé una diferencia
significativa en el crecimiento de los tumores en los distintos tratamientos en las

condiciones analizadas.
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Figura 21. Evaluacién del efecto antitumoral de la fusoquina FIL. El ensayo se
realizo sobre ratones de la cepa C57BL/6 portadores de tumor localizado en el
costado derecho, 11 dias post-implantacion se inmuniz6 con el antigeno CRT/E7 y 5

dias después se administrd los tratamientos adenovirales.
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CAPITULO 5. DISCUSION.

Recientemente las fusoquinas han emergido como una estrategia de potenciar
de manera sinérgica los efectos encontrados en tratamientos con citocinas
administradas de manera individual o combinada. En el 2004 se probé que las
quimiocinas IP10 y Lptn podian ejercer un efecto sinérgico al ser administradas
de manera combinada; sin embargo al momento no se conoce el papel que
llevarian a cabo estas quimiocinas en el contexto de una fusoquina (Huang y

Xiang, 2004).

En el presente trabajo se busco evaluar la actividad biolégica y antitumoral de la
fusoquina IP10/Lptn (FIL) expresada por medio de un sistema adenoviral, la
cual fue disefiada, construida y caracterizada por nuestro grupo de trabajo
(Sanchez-Lugo, 2011). La fusoquina FIL consta de la secuencia de la
guimiocina IP10 unida a la quimiocina Lptn por medio de un segmento de unién
“linker” flexible el cual es constituido por el péptido (G4S)s, este péptido sintético
rico en glicinas une de manera efectiva dos moléculas sin afectar la actividad o
la estructura tridimensional de cada proteina (Yan et al., 2007; Gao et al., 2012);
por lo cual al fusionar proteinas utilizando este linker adquieren una forma
similar a lo que tendria una proteina con dos dominios independientes. Estas
caracteristicas le han valido para que haya sido utilizado ampliamente en la
construccion de proteinas de fusion (Lode et al., 1998; Acres et al., 2005; Lu et

al., 2008; Sun et al., 2011).
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Para evaluar la actividad biologica y antitumoral de la fusoquina primeramente
se llevé a cabo la construccién y caracterizacion de adenovirus control que
acarrearan las quimiocinas de manera individual (AdIP10 y AdLptn). El sistema
AdEasy (AdEasy vector system, Qbiogene, Inc.) utilizado para la construccion
de los adenovirus AdIP10 y AdLptn, es un sistema universalmente utilizado para
la generacion de particulas virales de tipo no replicativo el cual consta de
procedimientos sencillos como lo son: la clonacién del gen de interés (Figura 9),
la recombinacion entre el plasmido acarreador y el plasmido con los genes
adenovirales (Figura 13) y finalmente la transfeccion de los plasmidos
recombinados en células permisivas para la formacion de adenovirus (Figura

15) (Luo et al., 2007).

Una vez que se contd con los adenovirus se procedié a evaluar la actividad
biol6gica por medio de un ensayo de quimiotaxis en un sistema in vitro. Los
resultados antes presentados muestran que existe una diferencia significativa
entre el porcentaje de linfocitos humanos quimioatraidos por la fusoquina FIL
con respecto a sus quimiocinas respectivas administradas ya sea de manera
individual o combinada; este resultado corresponde con lo que se ha observado
para otras fusoquinas en las cuales se ha potenciado el efecto sinérgico
encontrado en la administracion de sus citocinas de manera combinada (Acres
et al., 2005; Rafei et al., 2011; Williams & Galipeau, 2011). La construccion de
la fusoquina FIL es el primer reporte sobre construccion y caracterizacion de

fusoquinas quimiotécticas.
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Una posibilidad de que exista este efecto sinérgico potenciado en algunos
tratamientos administrados por citocinas fusionadas es la hiperactivacion de los
receptores de sus citocinas correspondientes, lo cual ya se ha reportado en

diferentes estudios (Williams et al., 2010; Penafuerte et al., 2009).

La quimiotaxis in vivo de células del sistema inmune del raton por la presencia
de las quimiocinas IP10 y Lptn humanas, de manera individual, ya ha sido
reportada (Taub et al., 1996; Yamazaki et al., 2010). En este trabajo, antes de
demostrar la quimiotaxis in vivo se analizo el efecto quimiotactico de las tres
quimiocinas (IP10, Lptn, FIL) sobre esplenocitos de ratdén, observando que
efectivamente éstas quimiocinas recombinantes inducen quimioatraccion in vitro

(datos no presentados).

En el presente ensayo de quimiotaxis in vivo se analiz6 la actividad
guimiotactica de la fusoquina IP10/Lptn (FIL) administrada por un sistema
adenoviral por via intratumoral, en este se logré6 observar que existe
quimioatraccién de células CXCR3" y de células CD16*/CD32" en los diferentes
tratamientos; en los grupos donde se administr6 la combinacion de las
quimiocinas individuales (IP10 + Lptn) y donde se administré la fusoquina FIL
se observd que la positividad de los receptores antes mencionados fue mas

evidente. Sin embargo, para poder concluir de manera efectiva la quimiotaxis in
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vivo mediada por la fusoquina FIL sera necesario la busqueda de otros
receptores como el de XCL1, receptor de la fusoquina Lptn; el cuél no fue
posible adquirir para este ensayo. Otros marcadores que podrian ser
importantes para evaluar si existe una respuesta especifica antitumoral podrian
ser aquellos que flanquearan linfocitos T citotoxicos activados. Asi mismo
conociendo la actividad anti-angiogénica de la quimiocina IP10 (Bodnar et al.,
2009) sera interesante conocer si en el contexto de fusoquina conserva esta
actividad; como un dato preliminar es que en los cortes procesados por los
tratamientos con los adenovirus AdIP10, AdIP10 + AdLptn y AdFIL se logré
observar que los vasos presentaban una distribucién y tamafio menor a
diferencia de los tratamientos con los adenovirus AdLptn, AdV o el grupo control

-/-.

En el ensayo antitumoral realizado en este proyecto no se logré la obtencién de
regresion tumoral ya reportada por las quimiocinas IP10 y Lptn administradas
de manera individual o combinada por sistemas adenovirales (Huang & Xiang,
2004). Esto pudo ser ocasionado por varias causas. Una de ellas podria ser que
el tumor crecié de una manera descontrolada distinta a la esperada ya que para
el dia 11 de este ensayo los tumores habian crecido considerablemente mas en
comparacion a los tumores del experimento de quimiotaxis in vivo. Por ello fue
necesario acortar los tiempos de inmunizacion y la administracion del
adenovirus; cambiando el esquema de terapéutico. Otra posible causa es que la

dosis de administracion de adenovirus fue muy baja comparada con otras
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terapias de vectores adenovirales administrando citocinas en donde se han
utilizado unidades de PFU/ml en el orden de 2 a 4 x10° (Huang & Xiang, 2004;

Zhang et al., 2011; Lee et al., 2004).

Por los motivos antes presentados es imposible concluir este objetivo, el cual se
debera repetir; para lo que ya se analiza realizar la implantacion del tumor y la
inmunizacion con el antigeno CRT/E7 el mismo dia; evitando asi problemas

relacionados al crecimiento tumoral aqui observados.

A pesar que no se encontr6 en este estudio resultados favorables para el
ensayo antitumoral en las condiciones probadas, es importante mencionar que
estas citocinas se encuentran relacionadas con el tratamiento de diferentes
padecimientos y por ende tienen potencial terapéutico en otros modelos como
lo es la reparacion de los discos herniados en donde se encontré6 que al
administrar las quimiocinas IP10 y Lptn obtenidas de manera recombinante,
podian inducir la quimioatraccion de células del sistema inmune mediando la
regeneracion del tejido (Hegewald et al., 2012). Asi mismo se ha reportado que
la administracion de Lptn podia mediar el sistema inmune en enfermedades de
tipo infecciosas (Yue et al.,, 2012). Ademas sera interesante investigar si la

fusoquina FIL muestra alguna actividad biolégica no reportada.
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CAPITULO 6. CONCLUSIONES.

Se logré la construccion de los adenovirus recombinantes que expresan

las quimiocinas IP10 y Lptn.

Las quimiocinas producidas por los adenovirus recombinantes IP10, Lptn

y la fusoquina FIL tienen actividad quimioatrayente in vitro.

La fusoquina FIL tiene mayor actividad quimioatrayente que sus

guimiocinas individuales o combinadas in vitro.

Las quimiocinas producidas por los adenovirus recombinantes IP10, Lptn
y la fusoquina FIL tienen actividad quimioatrayente in vivo en un modelo

tumoral.
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