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RESUMEN

El papilomavirus humano tipo 18 (HPV18), relacionado con el
céineer cérvico-uterino, se encuentra integrado en las células HeLa,
provenientes de un adenocarcinoma humano. Estas células producen

tumores al ser inoculadas en ratones atimicos.

El genoma del virus del papiloma es una molécula de DNA de doble
cadena que codifica para casi una decena de proteinas, necesarias para que
el virussobreviva dentro dela célula. Entre éstas, las proteinas E6y E7 son
oncogénicasy capaces deinmortalizar algunaslineas celulares. La expresion
de estos oncogenes se regula por la regién de control del virus (LCR),que

contiene varios sitios de unién a factores tanto virales como celulares.

La proteina viral E2 es un factor que se une al LCR y reprime la
transcripcion de los oncogenes.Muchos estudios sugieren quela presencia
de E2 es incompatible con la continua produccién de E6 y E7 y que se
encuentra ausente en todos los tumores cérvico-uterinos que contienen

HPV18.

Durante el desarrollo de este trabajo la pregunta fundamental fue:
si estando presente Iz proteina E2 en tumores de este tipo (con HPV18), se
inhibe la produccion de los oncogenes y consecuentemente los tumores

dejan de crecer.

Para contestar ésto, inyectamos a ratones atimicos DNA que codifica
para E2 directamente en los tumores producidos por células HeLa.

Observamos, en todos los casos, inhibicion del crecimiento tumoral.

Asf mismo, realizamos una serie de ensayos enfocados a demostrar

que el DNA se expresa cuando se inyecta directamente en tumores.



ANTECEDENTES
{QUE SON LOS PAPILOMAVIRUS Y CUAL ES SU RELACION CON EL CANCER?

Los virus pueden contribuir al desarrollo de tumores humanos
utilizando diferentes mecanismos: indirectamente, al inducir inmuno-
supresion, o modificar el genoma de la célula huesped sin la necesidad de
persistir; directamente al producir oncoproteinas o alterar la expresion de
las proteinas del huésped en el sitio de integracién del DNA viral (ver zur
Hausen, 1991).

Los canceres humanos asociados con papilomavirus, junto con el
virus de la hepatitis B, el virus de Epstein-Barr y las leucemias y linfomas
de células T causadas por infecciones virales: son responsables de
aproximadamente el 15 porciento de los casos de cincer en todo el mundo.
El cancer de cervix y el carcinoma hepatocelular suman el 80 porciento de
los céinceres ligados a virus. Debido a que los datos experimentales y
epidemioldgicos implican a los virus como causantes, especialmente de
cAncer cervical y hepético, debemos pensar en los virus como el segundo
factor de riesgo para el desarrollo de cincer humano, rebasado unicamente

por el consumo de tabaco (ver zur Hausen, 1991).

La historia de la relacién entre los virus y el cincer comienza en
Copenague en 1902, cuando Ellerman y Banglogran transmitir leucemia de
un pollo lcucémice a otro mediante ultrafiltrados de sangre . Todo esto fué
recibido con muchas reservas, yaque“el ciincer no escontagioso™ y parecia
imposible que un virus estuvicraimplicado en su desarrollo. Lamisma suerte
corrid el descubrimiento de Peyton Rous, seis afios después, quien demostrd
que ciertos tumores de pollo, denominados sarcomas, también podian ser

transmitidos por ‘*virus filtrantes’.

En 1907, Ciuffo demostrd quelas verrugashumanasson de naturaleza
viral. Comenzando la historia delainvestigacion delos papilomavirus. Han
pasado ya 60 afios, desde que Shope estudi6 el primer papilomavirus en el
conejo cola de algodén (CRPYV).



Los papilomavirus son miembros de 1a famila de los Papovaviridae,

su genoma consta de una cadenadoblecircular de DNA de aproximadamente

8,000 pares de bases y se encuentra compactado con histonas, formando

nucleosomas y encapsidado en viriones icosaedricos de 72 capsémeros (ver
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FIGURA 1. ORGANIZACION DEL GENOMA DE ALGUNOS
PAPILOMAVIRUS. Se observa un esquema de los genes
tempranos (E) y tardios (L). Papulomavurus Bovino tipo 1
(BPV1), Papilomavirus de conejo cola de algoddn (CRPV).
Papilomavirus Humano tipo 1a (HPV1a) y tipo 18 (HPV18).
La linea vertical punteada, representa el primer coddn ATG
de cada gen. Los circulos negros son sitios de
poliadenilacién. Las lineas obscuras indican la regién de
control.

Giri y Danos, 1986). La familia de los
papilomavirus humanos (de mis de 60
miembros) induce proliferaciones
epiteliales o fibroepiteliales en piel o
mucosa de humanos. Estos tumores,
llamados papilomas o verrugas, son
generalmente benignos y tienen con
frecuencia regresién espontinea. Sin
embargo, algunos miembros de la
familia de los papilomas inducen
lesiones que pueden progresar a carci-
nomas epiteliales malignos, ge-
neralmente después deun largo periodo
de latencia (ver Sousa et ai, 1990). Los
papilomavirus humanos (HPVs) tipo
16, 18, 31, 33 y 35 se han encontrado
relacionados con edncer genital. Por
otro lado un segundo grupo de HPVs
que infectan el tracto genital, los tipos
6,11y 10, rara vez se han encontrado
en tumores malignos (ver Giri y Danos,
1986).

Hacemias de 10 afios Harald zur

Hausen sugirié el posible papel de los

| papilomavirus en la induccién del

céncer cervical. Un problema técnico

para el estudio de éste virus es que no puede ser propagado en cultivos

celulares. Los primeros experimentos realizados con material fresco

aislado de verrugas, fracasaban frecuentemnete por la escasa cantidad de
virus obtenido {ver Plister et al, 1987).



TABLA 1. FUNCION DE LOS GENES VIRALES.

GEN FUNCION En 1980 Gissmany
zur Hausendieronun gran
El REPLICACION
Ez MODULADOR DE LA TRANSCRIPCION / REPLICACION paso cuando lograron
E4 MADURACION DEL VIRION aislar DNA del pa-
Es TRANSFORMANTE . . .
Es TRANSFORMANTE pilomavirus humano tipo
E7 TRANSFORMANTE 6 (HPV-6) de un con-
LI PROTEINA DE CAPSIDE dilom L i .
L2 PROTEINA DE CAPSIDE yloma. La aplieacion
posterior de nuevas

metodologias deingenieria
genética y de biologia molecular, permitieron aislar e identificar muchos

otros tipos de papilomavirus.

Mary y Alan Pater en 1985, descubren que los HPV-16 y HPV-18 se
encuentran en linens celulares derivadas de tumores cervicales. Analizan
ocho lineas de las cuales seis contienen secuencias de HPV-16 6 HPV-18,
resultanotable que el DNA deestos virussige presente después de numerosos

pasajes celulares.

Aiin cuando existe poca homologia entre el papilomavirus de origen
animal y ¢l de origen humano, ambos poseen muchas propiedades en
comiin. En particular presentan una organizacién genémica similar que
consta de por lo menos 8-9 marcos de lectura abierta, todos en la misma
hebra de DNA (fig 1). El genoma del papilomavirus se puede dividir
funcionalmente en dos regiones codificadoras, separadas por un segmento
no codificador de 0.4 a 1.0 Kb.

La region codificadora temprana (E) contiene a los genes E1-E7, in-
cluyendo la informacién necesaria para la replicacién viral y la
transformacién celular. La regién tardia (L) consta de los genes L1 y L2, los
cuales se expresan solamente en (ueratinocitos diferenciados y codifican
para proteinas estructurales de la particula viral (ver Tabla 1). En los
genomas de todos los papilomavirus existe una regiéon reguladora de la
transeripcion y de la replicacion, llamada la Regién Larga de Control
(LCR) (conocida también como la regién no codificadora), la cual se
encuentra localizada entre el final del gen tardio L1 y el principio del gen
temprano E6 (figs 1 y 2) (ver Sousa et al, 1990).



PAPILOMAVIRUS HUMANO TIPO 18 Y SU PROTEINA E2.

FIGURA 2. MAPA GENETICO DE UN
PAPILOMAVIRUS GENITAL. Se musestra
ol mapa genético de HPV tipo 18. Los
genes tempranos (E) y los tardios (L) se
transcriben con la misma orientacién. Se
indica la principal funcién de los diversos
genes, asf como [a region que controla la
expresién de los oncogenes E6 y E7
(LCR) y las sefiales de poliadeslinacién de
los transcritos (pA).

En los carcinomas humanos, las secuencias de HPV generalmente se
encuentran integradas al genoma celular, sugiriendo que la integracién
juega unpapelimportante en la progresién carcinogénica (Boshart etal, 1984;
Durst et al, 1985; Matsukura et al, 1989; Cullen et al, 1991). No parece existir un

sitio especifico de integracién del DNA viral en el genoma hospedero (Durst
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FIGURA 3. PATRON CARACTERISTICO DE INTEGRACION DEL HPV18 EN CELULAS
Hela. Se observa un esquema de los genes tempranos (E) y tardios (L), y la regién de
control (LCR). La integracion al genoma hospedero ocasiona la rotura del gen E2. El
transcrito viral se inicia en la LCR, produciendo siempre los oncogenes E6 y E7. El DNA
celular se representa con lineas en zig-zag.

et al, 1987), pero si existe un patréon de integracién caracteristico con
respecto al genoma viral (fig 3) (Shewarz etal, 1985) La expresién de los genes
E6 y E7 sicmpre se mantience y regularmente se observa rotura o delesion
de los genes E1 y E2 (J. Berumen, 1993) (ver K. Munger et al, 1992).



La secuencia de HPV-18 se encuentra integrada en el genoma de

lineas celulares derivadas de biopsias de cancer cervical. Tal es el caso de

las células HeLa, derivadas en 1951 de un carcinoma epitelioide de la

paciente Henrictta Lacks. Estas ctlulas, ademis de ser inmortales, son

HENRIETTA LACKS

tumorigénicas, pues provocan la aparicién
de tumores al ser inoculadas en ratones
atimicos. Los transcritos virales se inician en
la LCR del genoma viral integrado. La
informacién parala que codifican estos RNAs
esta confinada basicamente a la de los genes E6, E7
y EI de la regién temprana (Schneider-Gadicke y
Schwarz, 1986).

Estudios moleculares han demostrado
quetanto E6 como E7 son oncoproteinas. E7
de HPV-16 6 HPV-18 porsisola, essuficiente
transformar lineas celulares de
fibroblastos (Kanda et al, 1988; Vousden et al,

para

1988). La expresion de E7 induce la formacion

de focos en estas lineas célulares, yllevaa una

independencia de anclajey a tumorigenicidad en ratones desnudos. Se sabe

que la protefna E7 se une a retinoblastoma (Rb), un factor regulador del

ciclo celular. Esta union provoca lainactivacion de Rb, y la progresion del

ciclo celular a la fase S, ocasionando un crecimiento celular incontrolado

(ver Sousa et al, 1990).

La proteina E6, ¢s necesaria para la inmortalizacion eficiente de

células humanas primarias de origen tanto epitelial como fibroblastico

(Munger et al, 1989). EG forma un complejo con la proteina p53 supresora de

tumores, promoviendo su degradacién (ver Munger et al, 1992).

Analisis funcionales y deinteracciones DNA-proteinas dela LCR del

HPV-18 han proporcionadoevidencia qque esta regién contiene lassecuencias

importantes para la regulacion de la transeripcion de EG y E7. Incluyendo

elementos ‘enhancer’, sitios de unién para receptores de hormonas

(glucacorticoides), sitos para factores activadores como AP-1 y secuencias



especificas para la unién de la
proteina viral E2 (fig 4) (Garcla-
Carrancé ef al, 1988).

Desde 1a observacién origi-
nal, en 1985, de que el gen E2 del
papilomavirus bovino tipo-1(BPV-

1) codifica para un activador

transcripcional (Spalholz et al, 1985),

Constinave enhancer l
. ] ) se ha encontrado la misma pro-

iedad h t. E2s. El
FIGURA 4. ESQUEMA DE LA REGION DE CONTROL (LcR)  P1e¢ac eft muchos otros o
DEL HPV18. Se indican los sitios de interaccion con factores  producto completo del gen E2 es
de transcripcion virales y celulares asi como los sitios para las

teina d KDa 1 1
enzimas Rsal (Rs) y Bam H1 (B). una proteina de 48 alacua

presenta una estructura con-

servada y predecible con tres

distintos dominios (Fig 5). Esta estructura se encuenta bien conservada en

los diferentes papilomavirus, a pesar de su divergencia en secuencias
primarias {ver Thierry, 1993).

DOMINIO AMINO REGION NO  DOMINIO CARBOXI
TERMINAL CONSERVADA TERMINAL
I | | |
l ! | I
A B C

TRANSACTIVACION BISAGRA | RINERIZACION \

FIGURA 5. DOMINIOS FUNCIONALES Y ESTRUCTURALES DE LA PROTEINA E2. Artba se indican
los tres dominios definidos por la comparacién de secuencias de aminoacidos de distintas protelnas E2
de varios papilomavirus. En medio, la prediccion de la estructura secundaria, las alfa hélices potenciales
se representan con cilindros, las cajas representan regiones de B-plegados y la region de 'Bisagra’ se
muestra como una linea en zig-zag. Las funciones de los diferentes dominios se indican abajo.



Recientemente se publicé que la estructura cristalina de la proteina
E2 de BPV-1, unida a su secuencia especifica de DNA, forma nuevos tipos
deinteraccién entre dos monémeros de E2 (Hedge et a/, 1992). En forma de
dimeros, estos constituyen una estructura antiparalela de barra tipo 8.
Este tipo de estructura no se habia observado anteriormente en un factor
detranscripcién eucariotey explicala gran estabilidad delos dimeros de E2
(que solo s¢ rompen en urea SM). Por medio de éste estudio se sabe que las
proteinas E2 de papilomavirus constituyen una nueva clase de proteinas
que unen DNA.

Son muchos los trabajos que muestran que E2 es un mediador de Ia
activacion de la transeripcién (ver Thierry, 1993). La transactivacion de la
proteina E2 depende de su unién como dimero a la secuencia especifica
palindrémica ACCGNNNNCGGT (fig 6). La cual se encuentra repetida

varias veces a lo largo de todo el genoma de los papilomavirus.

FIGURA 6. DIMERO DE E2 UNIDO A SU SECUENCIA
ESPECIFICA. Se ilustra un modelo de la estructura de
E2, deducido a partir de estudios estructurales y
funcionales. Los dominios Ay C son globulares y estan
separados por una bisagra flexible (B) (ver fig. 5).

Un solo sitio de uniéon a E2, activa la transcripcion débilmente
{miximo 6 veces) pero dos sitios cooperan entre si como un ‘enhancer’
dependicnte de E2 con lo que se logra una activacién de 50 a 100 veces. La
mayor parte de las propiedades funcionales de E2, son compartidas por
todas las proteinas E2 estudiadas hasta ahora.

Todos los papilomas contienen un transactivador codificado por el

gen E2 que reconoce sus sitios de unién al DNA. Sin embargo, cuando esto

8



se estudia en ¢l contexto de los HPVs genitales, E2 reprime, en lugar de
activar la transeripeion de los genes E6/E7 (Bemard et al, 1989; F. Thierry y
Yaniv, 1987; M. Guido et al, 1992).

Las regiones reguladoras de los HPVs genitales, contienen cuatro
sitios de union a E2 conservadas en su secuencia y en su posicién relativa
al promotor EG/E7. La introduccién de mutaciones en los elementos del
promotor que unen E2,en HPV-16y HPV-18, demostraron que la represion
se inhibe al mutar los dos sitios préximos a la caja TATA del promotor (F.
Thierry et al, 1991).

Ademis dela proteina E2 completa (48 KDa), existen dos versiones
truncadas: una generada porun promotorinterno, E2C(almenosen BPV1)
de 31 KDa, y otra originada por procesamiento alternativo junto con el gen
E8, E8-E2. Ambasson capacesde unir DNA, yninguna es transactivadora.

E2 es capdz de reprimir la transcripeién de varios promotores de

papilomavirus, por tres diferentes mecanismos: (ver Ham et al, 1991)

lo. Las formas truncadas de E2, son capaces de formar dimeros (ya

sca entre ellas o con la forma completa de E2) y de unir DNA en su sitio
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FIGURA 7. MECANISMOS DE REGULACION POR E2. A- Regulacién de la transcripcién de papilomavirus
debida a la posicién de los sitios de union a E2. Se muestran cinco ejemplos de promotores de papilomavirus. La
activacién o represion de la transcripcién depends de la posicién y proximidad de los sitios E2 con respecto a
sitios de unién a factores celulares. Cajas negras- Sitios E2. Cajas Blancas- cajas TATA. Cajas grises- Sitios
Sp-1. Caja rayada- Sitio £2 no perfecto. B- Regulacién de la transcripcién por diferentes polipéptidos E2. Se
musstran 2 mecanismos por los cuales, las proteinas truncadas de E2, son capaces de inhibir la transcripcién.

9



especifico, pero no son transactivadoras. Pueden interferir con el efecto
positivo del transactivador, ya sea ocupando su lugar, o formando

heterodimeros inactivos con ¢l mismo (ver fig. 7B).

20. En el caso del promotor P7185 de BPV-1 existe un sitio de unién
a E2 justo abajo delsitio deinicio dela transcripceion (fig 7A), yse sobrelapa
con el sitio para un elemento del promotor esencial para la actividad del
promotor. Si a este sitio se une cualquier E2 (truncado o no) se reprime el

promotor tanto in vivo como in vitro.

30. Este importante mecanismo, fue visto por primera vez en el
HPV-18 por F. Thierry y M. Yaniv, y ahora se conoce también en el HPV-
16 y 11. En estos virus, existen 2 sitios de union a E2 que estiin a 3-5 pares
debases dela cajn TATA del promotor EGy E7 (fig TA). Al unirse E2 a estos

sitios se reprime la transeripcion. Algunos experimentos in vitro sugieren

Proea K2 TBP
'{Pva GYYTaaaas AaT [accace e ATATAAA
HPVI11 ©77raaas asc|scoace|ec
HPV16 Tivasasc taa [coocar |o
HPVIB 7ATaTasa aaa |ocoacr [s
HPV31 aTasssss ota Jescaor e
HPV33 vtasssas oma facerer o
HPV39Q crrvasass asa|accacr|a
HPVS1 terassss cva | coovar|a
RhPV1 sctavcas asa| acaver|a
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FIGURA 8. ELEMENTOS DEL DNA DE PROMOTORES E6/E7 DE NUEVE PAPILOMAVIAUS.
Se tra parte de la ia del p tor y se indi las ias especificas para el
factor celular Sp1, la protelna viral E2 y el factor de unién a la caja TATA (TBP).

que obstruye la unién del complejo de preiniciacién dirigido por la caja
TATA (Guido ef al, 1992). Por otro lado, la unién de E2 al segundo sitio, que
estd un poco mis arriba de la caja, parece interferir con SP1, un factor
importante para la activacddn de promotores tempranos, al menos en HPV-16 y
HPV-18 (fig8).

Es éste tltimo mecanismo el que debe tomarse en cuenta para



comprender los objetivos fundamentales de la presente tesis, los cuales se
explican mis adelante.

Adn cuando faltan todavia cesas por entender, es claro que, la
funcién reguladora crucial de la proteina E2 de HPV es reprimir la
transcripeién de los promotores EG/E7 delos genes transformantes (en los
HPVs que infectan mucosas) (ver Thierry, 1993).

{QUE ES UN RATON ATIMICO ?

Enrealidadlahistoria del ratén atimico, dentro delregistro cientifico
comienza €l 27 de Enero de 1968, cuando el Dr. E.M. Pantelouris reporta

su articulo: “Ausencia de Timo en Mutante de Ratéon™ (Pantelouris, 1968).

Se conocfa, desde 1962 al ‘ratdn desnudo’ por su falta de pelo,
cuando se le encontrd en el Hospital Ruchill, en Glasgow, Escocia. Este
mutante desencadend varios afios de intenso anilisis genético. El Dr.
Flanagan encontrd que elratdn desnudo tenia un periodo de vidamuy corto
comparado con ratones normales, sospeché entonces que ésto cra debido a
unainfeccion de Toxoplasma gondiiy envid unos cuantos ratones a anilisis

con un experto en ioxop]nsmosis.

Algunos de estos animales cayeron en manos del Dr. Pantelouris
para experimentos de infeccidon y fué en su laboratorio donde el secreto de
este ratdon se detecté por primera vez: No existe timo en los ratones
desnudoshomozigotos. Ripidamentesesupo queelratén desnudo atimico
tenia deficiencias inmunes mis severas que el ratén neonato timectomizado
(ver Rygaard, 1991).

Estos ratones contienen al gen nu, asi nombrado por Flanagan en
1966, el cual es una mutacién rara autosdémica recesiva. Lo que llamabala
atencién era la completa falta de pelo. El efecto doble de esta mutacidn,
afectaba tanto al desarrollo del pelo como al del timo, lo hizo un gen de
especial interés desde el punto de vista de la biologia del desarrollo, asi

como enla comprencién dela respuesta del sistemainmune (ver Hansen, 1978).

A mediados de los 50s, Glick y sus colaboradores descubrieron que
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la “Bursa de Fabricius” en pollos era la responsable de lo que hoy se conoce
como “El sistema linfocitico B™. En 1961 Miller describié el efecto de un
ratén recien nacido timectomizado con sus consecuencias en la inmunidad
mediada por células, conocido como “El sistema celular T”. En la misma
épocase empezaron areconocer estados deinmunodeficiencia en elhombre.
Asi el campo de interés estaba preparado para el descubrimiento del raton
atimico. El conocimiento general en inmunologia bésica a principios de los
70s y la disponibilidad de un animal atimico experimental representé una

verdadera coincidencia fortuita (ver Boven y Winograd, 1991).

En ¢l raton atimico el defecto principal estd, por supuesto, en las
funciones de las eelulas T. Al examinar el ducto linfoide tordcico se

encuentraun muy bajo por-centaje

de linfocitos B, las areas
dependientes de células T no
existen, el complementodelinfocito
B parece normal, la produccidon de
inmuno-globulinas es escasa, la
inica que se produce en altas
cantidades eslaIgh. Elsistema de
macrafagos en estos ratones es muy
activo, esto se debe a la presencia
constante deantigeno que no puede
sercombatido por el organismo por
la falta de respuesta de células Ty
de sus anticuerpos circulantes.
Existen también en los ratones
atimicos células NK. El nimero de

células T seincrementa con la edad.

No se¢ conoce con detalle la eausa,

pero debe ser tomado en cuenta al

trabajar con transplantes de tumor en este modelo.

El corto tiempo de vida de estos ratones, se extiende al conservarlos
en condiciones especialeslibresde patogenos. Silas condicionesde proteccion

aumentan, su tiempo de¢ vida aumenta, y adn mis, si se mantienen en un
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ambiente estéril, libre de gérmenes, su expectativa de vida es comparable

ala de un ratén normal.

Recientemente, el raton ‘scid’, ofrece un nuevo modelo de
heterotransplantes. Al comparar estudios de ambos animales, el scid
mejora al desnudo en general y probablemente lo ird substituyendo con el
tiempo, aiin cuando ¢l ratéon desnudo es hoy en dia el hospedero de
heterotransplantes mis popular, y unmuybuen modeloparalos propésitos

de la presente tesis.

Desde 1969, clespacio subcutineo (sc) hasido elsitio deimplantacion
mis popular. En un ratén sin sistema inmune, se antojaba un lugar en
donde la inspeccién del tumor y de su crecimiento fueran sencillos, la
respuesta evidente fue la inyeccion sc. Asi los tumores se pueden colocar,
como bloquessdlidos, comobiopsias con aguja “trocar™, o comosuspensiones

de células.

Casi siempre, los tumores implantados subcutaneamente crecen
bien circunscritos en una capsula delgada de tejido conectivo, sin embargo
algunos tumores pueden invadir miisculo abdominal o hacer metastasis en

nédulos linfaticos, pulmones y otros organos.

LA TERAPIA GENICA EN LA ACTUALIDAD. .

Haee mucho tiempo que la Naturaleza desarrollé métodos para
introducir establemente DNA externo dentro de células animales, en forma
de virus variados. La idea de reproducir éstos procesos con genes
terapéuticamente valiosos, ha existido claramente atn antes de que la
tecnologia moderna permitiera la clonacién y la manipulacion de genes in
vitro. Cuandola estructura y el ciclo de vida delos virus que seintegran fué
interpretada y los métodos de clonacidon y manipulacién in vitro
evolucionaron, la terapia génica s¢ comenzd a ver de una manera mis

tangible (ver Weissman, 1992).

Eltratamiento de enfermedadeshumanas por medio detransferencia

de genes, ha pasado de ser unaidea tedrica, a unarealidad. La primera vez
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que se intentd una terapia génica en humanos fué en Septiembre de 1990.
Se transfirié el gen de la ‘adenosin deaminasa’ (ADA) en linfocitos de una
paciente que tenia un defecto letal en ésta enzima lo que le producia
deficieneia inmunoldgica. Los resultados han sido buenos hasta hoy, y han
dado la pauta para desarrollar nuevos protocolos para el tratamiento con

genes.

La mayoria de los esfuerzos en terapia génica se han basado en
métodos indirectos para la introduccién de nueva informacidén genética
dentro de tejidos. Las células blanco se sacan del cuerpo, se infectan con
vectores virales que contienen la nueva informacién, y son reimplantados
asu lugar original (ver Wolf, 1890). Para algunas aplicaciones, laintrodueion
directa de los genes in vivo, sin la necesidad de vectores virales podria ser
muy ftil,

Casi todos los protocolos aprobados hasta ahora por el “Comite
Consejero del DNA recombinante (RAC)” y por la “Administracién de
Alimentos y Medicamentos (FDA)”, se basan en retrovirus como vectores
para introducir ln nueva informacién, por lo que es importante entender

las ventajas y limitacidnes de este sistema (ver Miller, 1992),

En vectores de retrovirus los genes virales se han removido o
alterado para (ue no exista produccion de proteinas del virus en las células
infectadas por el vector. La introducion del DNA por medio de éste vector
da como resultado la produccién de viriones que con RNA del vector, que
puedeninfectar las células blanco, sin producir dispersién de virus después
de la infeccidn.

Estos vectores son muy eficientes para terapia génica en células que
se estan replicando, pero no infectan a las células que no se dividen y no se
pueden purificar homogéneamente después de su produccién. Tienen que
ser sometidos a muchas pruebas para asegurar que no esten contaminados
con microorganismos, incluyendo retrovirus competentes, y solo haciendo
pruebas en animales y humanos se puede determinar su posible efecto. Otro
problema potencial es ¢l sitio de integracién de la nueva secuencia en el

genoma, ya (ue puede ocasionar mutagénesis por insercién.



El otro método de transferencia aprobadoe para su uso en humanos,
es la transferencia de plasmidos en liposomas directamente en células
tumorales in sitie. El uso de vesiculas artificiales de fosfolipidos, come un
vehiculo de transporte y entrega de informacion genética, comenzé hace
poco misde 15 afios. La encapsulacion dentro de una vesicula lipidica sirve

para proteger al DNA a través del ambiente.

Ya que la bicapa de los liposomas es solamente de fosfolipidos, ésta
interactiia y se une a las membranas celulares. Generalmente las pequefias
particulas que se pegan a cualquier célula animal, son endocitadas y
destruidas. Se han desarrollado técnicas para incrementar el envio celular
de los liposomas en una forma activamente bhiol6gica.Se han obtenido
buenos resultados con la interferencia de las funciones normales de lisado
con agentes lisosomotréficos, o utilizando lipidos catiénicos sintéticos, los
cuales porsu carga positiva unen DNA espontineamente formando complejos
lipido-DNA que se fusionan con la membrana plasmatica (Felgnery Ringold,
1987). Una estrategia mis es la encapsulacién de la informaciéon con
proteoliposomas que contienen proteinas virales de fusién y de unién,

creando vesiculas de entrega quiméricas tipo virus.

En la actualidad existen muchas otras maneras de introducir nueva
informaci6n genética a un organismo vivo, incluyendo vectores de adeno-
virus, microproyectiles cubiertos de DNA (Williams et al, 1991), protocolos
combinados como aerosoles con complejos DNA-liposomas (Stribling et a/,
1992), o0 mejorados, como un adenovirus unido a DNA por medio de una
molécula de lisina (ver Hoffman, 1992). La transferencia directa de genes en
animales postnatales se ha logrado con: DNA encapsulado dentro de
liposomas (Nicolau et a/, 1983; Mannino y Gould-Fogerite, 1988), DNA
cooprecipitado en fosfato de calcio o DNA unido a un complejo de polilisina-
glicoproteina (ver Wolf etal, 1990) y con un protocolo quellamé especialmente

nuestra atencién:

En marzo de 1990, J. A. Wolff y sus colaboradores, reportan en
‘Science’, su articulo Transferencia Genética Directa en Miisculo de
Ratén in vivo. Los autores, inyectan distintas construcciones de DNA y

RNA con genes reporteros (CAT, B-galactosidasa y Luciferasa),



directamente, y sin ningfin mecanismo especial, a cuadriceps de ratén y
encuentran en las células inyectadas, una expresion equivalente a la
observada por transfeccién transiente de las mismas constucciones en
condiciones 6ptimas in vitro. La expresién de luciferasa fué sustancial, atin
60 dias después de la inyeccion de 100 g del DNA. La inyeccién directa de
DNA en un tejido accesible de manera repetida, puede ser de extrema

utilidad en un protocolo de transferencia génica (Wolff et al, 1990).



JCuL 1 1A PrecuntA QUE MUEVE A BSTA Trss?

Parapoderdefinirel objetivode csta tesis, es necesario reconsiderar

algunos puntos importantes:

-EIHPV18 estd muy ligado al desarrollo del cincer cérvico-uterino.
Se ha encontrado junto con el HPV-16 en el 60-75% de todos los tumores
cervicales analizados hasta ahora . Generalmente se encuentra integrado
en el genoma del hospedero, de una manera particular (ver fig 3), donde los
genes EG6y E7 (los oncogenes virales) siempre estin intactos, el gen E2 (en
€l 100% de los casos para HPV-18) se encuentra roto y la protefna E2, por

lo tanto, esta ausente.

- En casi todos los tumores que contienen sequencias de HPV, los

oncogenes virales se expresan fuertemente.

-En HPVsligadosacincer genital (18,16,31), existen sitios de unién
para la proteina E2 muy cercanos al inicio del promotor que regula a los
oncogenes EGy E7. Lapresencia de E2 en estos sitios inhibela transcripeion
de E6y E7. Pareceria entonces, que lapresencia de E2, esincompatible con
la expresién continua de los oncogenes (fig 9).

Lo pressncia de £2, inhibe fa trancripcion de los oncogenes.  En cusencic de £2, los encogenes s sxpresan fusrtemants.
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FIGURA 9. LA PRESENCIA DE LA PROTEINA E2 ES INCOMPATIBLE CON LA CONTINUA
EXPRESION DE LOS ONCOGENES VIRALES E6 Y E7. Se muestra la regién de control (LCR),
con dos sitios de unién a E2, y los genes E6 y E7. Asi como la proteina E2 y los oncogenes E6 y
E7 con sus productos.



- Se ha demostrado in vitro que la introduccidon de E2 inhibe la
expresién de EG/E7,y quelascélulas HeLa pierden sus propiedades (F. Thierry
et al, 1987).

- Las células HeLa, de origen humano, contienen secuencias de

HPV-18 integradas en su genoma y carecen de la proteina E2.

- Estas células producen tumores al ser inoculadas en ratones
atimicos.

- Es posible la expresion de DNA, mediante su inyeccién directa en

misculo de ratén.

- La inyeccién directa de liposomas-DNA en tumores, ha sido

aprobada para su uso en humanos.

- Existen plismidos de DNA con promotores fuertes que expresan la

proteina E2 muy eficientemente.
Tomando todo ésto en cuenta surgen las siguientes preguntas:

Es POSIBLE INYECTAR DNA DIRECTAMENTE EN UN TUMOR DE ORIGEN
HUMANO Y OBTENER EXPRESION DEL MATERIAL INYECTADO?

De ser cierta la pregunta anterior, ;SI SE INVECTA UN PLASMIDO QUE
EXPRESE LA PROTEINA E2 EN UN TUMOR DE ORIGEN CERVICAL CON EL GENOMA DEL
HPV-18, SE REDUCE EL CRECIMINETO DE ESTE TUMOR?

Asi, la Hipotesis del presente trabajo es que: EL CRECIMIENTO NORMAL
DE UN TUMOR QUE CONTENGA EL GENOMA DEL HPV, DEBE DISMINUIR AL ESTAR
PRESENTE LA PROTEINA E2.



METODOLOGIA

DISENO GENERAL DE LOS EXPERIMENTOS.

Eldisefio general de esta tesis,se puede dividir en dos grandes partes
la primera enfocada a detectar la expresién de DNA inyectado en tumores
de células HeLa. Utilizando ratones atimicos con tumores causados por
dichas células, a los cuales se les inyectan plasmidos reporteros (CAT y B-
galactosidasa). De ésta manera, a partir de extractos o cortes de los tumores
se puede detectar si el DNA inyectado efectivamente se expresa, para
posteriormente analizar variables como; la diferencia que existe en la
expresion debido al promotor utilizado, el tiempo éptimo de expresion y la
eficiencia comparada con otros metodos de introduccién de material

genético

La segunda parte, en general, esta dirigida a demostrar que la
inyeccién directa de DNA que codifica para la proteina E2 de papiloma-
virns, reduce el creciminento de tumores de células HeLa en ratones
atimicos. Basicamente se trabaja con grupos de ratones con tumores, a los
cuales se les inyecta periodicamente plismido E2 & algiin control, el
crecimiento de los tumores es medido con frecuencia, para obtener datos de
suvolumen tumoral. De éstamanera se pueden graficar curvas comparativas
de volumen tumoral contra tiempo, de los grupos tratados con E2 con
respecto a los controles y a partir de estos datos obtener el porciento de
inhibicién del crecimiento tumoral y porlo tantola eficiencia del tratamiento
con E2.

MAXIPREPARACIONY PURIFICACION DE PLASMIDOS.
Existen varios métodos para purificar DNA plasmidico a partir de

bacterias y todos ellos incluyen invariablemente tres pasos:

~ Crecimiento del cultivo bacteriano.
~ Cosecha y lisis de las bacterias.
~ Purificacién del plismido.

La técnica que a continuacién se desribe incluye también cada uno
de estos pasos y ha sido utilizada en nuestro laboratorio por varios aiios

observandose que es un método confiable y eficiente:



- Sembrar un pié de cultivo con la cepa bacteriana portadora del
plasmido de interés, en 5 ml de medio LB estéril (Bactotriptona 10%;
Extracto delevadura 5%; NaCl10%; pH 7.5) mis 100 pg/ml de ampicilina.
- Crecer en agitacion moderada (200 rpm) a 37°C toda la noche,

- Inocular 500 ml de medio LB con ampicilina, con los 5 ml del pié de
cultivo.

- Crecer en agitacién moderada hasta alcanzar una densidad éptica
D.0.600=0.6

- Amplificar el plismido con Cloranfenicol (170 pg/ml de cultive) en
agitacion moderada a 32°C toda la noche.

- Centrifugar 15 min. a 5,000 rpm en rotor JA-10 (Beckman) a 4°C,
para empastillar las bacterias.

- Eliminar el sobrenadante (SN).

- Resuspender en 8 mi de TS (Trizma base 50 mM pH 7.5; en Sacarosa 25%)
- Transferir 4 ml a cada tubo de polialomero para el rotor 50-Ti de
ultracentrifuga

- Ainadir a cada tubo 4 ml de ELT (EDTA 100 mM pH 8.0; Lisozima
2 mg/ml; Triton 100x 0.1%).

- Agitar suavemente la mezcla, incubar a temperatura ambiente 15
min. y 20 min a 70°C

- Centrifugar durante 20 min a 40,000 rpm en rotor 50-Ti a 4°C.

- Recuperar el SN en tubos corex (30 ml) y agregar un volumen de
PEG (Polietilenglicol 20%; NaCl 1M).

- Agitar suavemente e incubar 30 min a temperatura ambiente.

- Centrifugar durante 10 min a 3,000 rpm en rotor SS34.

- Eliminar SNy resuspender 1a pastilia en 3 mlde TE 1x (Tris ImM;
EDTA 10 mM).

- Agregar 1 volumen deFenol (equilibrado a pH >7.8 con Tris-HClpH
8.0).

- Centrifugar durante 10 min a 2,500 rpm en centrifuga clinica.

- Recuperar la fase superior, y agregar 1/2 volumen de Fenol + 112
volumen de solucién de cloroformo (cloroformo-aleohol isoamilico (24:1)).
- Centrifugar durante 10 min a 2,500 rpm en centrifuga clinica.

- ARecuperar la fase superior, agregar 1 volumen de solucién de



cloroformo.

- Centrifugar durante 10 min a 2,500 rpm en centrifuga clinica.

- Repetir varias veces desde A, hasta no ver ninguna interfase.

- Recuperar la fase superior y agregar 1 volimen de Acetato de
Amonio 4M y 2.5 voliimenes de Etanol absoluto helado.

- Dejar a -20°C toda la noche.

- Centrifugar durante una hora a 10,000 rpm en rotor SS34.

- Lavar con Etanol 80% helado.

- Resuspender en 1 mlde TE

- Cuantificar el DNA en un gel de agarosa 1% con Bromuro de Etidio
utilizando como pardmetro plasmidos de los cuales se conoce exactamente

su concentracién.

CUIDADO DE RATONES ATIMICOS

Lacondicién atimica, la cualimplica unainmunodeficienciamediada
por células T, provoca que el ratén desnudo sea un candidato altamente
suseptible a microorganismos. Varias enfermedaders infecciosas pueden
interferir con experimentos en ratones desnudos. La caracteristica mas
prominentede estasenfermedades, es elsindrome de ‘wasting’, caracterizado
por pérdida de peso, piel rugosa y una postura arqueada. Este sindrome
puedeser causado por algun patigeno debil, portado por animales eutimicos
canvencionales a los cuales no les causa ningun sintoma, mis aiin, ciertos
tipos de bacterias, como Staphylococcus aureus, las cuales existen
normalmente en la superficie del cuerpo humano, pueden causar
enfermedades severas al raton desnudo, afin cuando generalmente estos

microorganismos son inofensivos para el hombre u otros animales.

La calidad del ambiente microbioldgico del ratén desnudo, debe ser

mantenida en un alto nivel, para obtener datos experimentales confiables.
- Losratonesdeben ser mantenidos en un area especialmente adaptada

para ellos, alejados de otros roedores y de cualquier otro animal.

- Sus jaulas deben contener un filtro aislador de microorganismos.
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- Su alimento, aserrin, bebederos, jaulas, etc. deben esterilizarse.
- Se¢ deben manipular con guantes y tapabocas estériles, en'un drea
limpia, junto a un mechero 6 en campana de flujo laminar, solamente el
tiempo necesario.

-Mantenerlos en jaulas con no mis de cuatro ratones.

CULTIVO Y PREPARACION DE CELULAS Hela.

La células HeLa, fueron las primeras células humanas de origen
tumoral que lograron cultivarse continuamente. Fueron obtenidas a partir
de un adenocarcinoma cervical en 1951 y deben su nombre a la paciente de
la que fueron tomadas; Henrietta Lacks. Estas células contienen DNA

activo de papilomavirus humano tipo 18 (HPV-18), y carecen del gen E2.
CULTIVO DE LAS CELULAS:

Lalinea celular HeLa utilizada en el laboratorio crece en monocapa
en un soporte artificial, se usaron cajas de cultivo de policstireno que
proveen un soporte simple.

- Las células se mantienen en condiciones completamente estériles
incubadas a 37°C en una atmésfera de CO2 al 5%.
- Se utiliza el medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco,

suplementado con 10% de suero fetal bovino y antibidticos adecuados.
PREPARACION DE LAS CELULAS PARA SU INYECCION:

- Eliminar el medio de cultivo de las cajas

- Lavar la monocapa 2 veces con PBS (NaCl 137 mM, KCI 3 mM,
Na2HPO4 2 mM, KH2PO4 2 mM)

- Afiadir 1 ml de tripsina (tripsina 0.05%, NaCl 0.08%, KC10.04%,
dextrosa 0.1%, NaHCO3 0.058% y EDTA 0.02%).

- Incubar a 37 °C durante 5 min.

- Desprender las eélulas con unos golpecitos y colocar en un tubo
falcon con 1 ml de suero fetal.

- Centrifugar a 3,000 rpm durante 5 min. y desechar el SN.



MEDICION DE TUMORES

- Resuspender bien la patilla en una cantidad conocida de medio
Dulbeco.

- Tomar 50 pl de células y 50 pl del colorante vital azil de tripano.
- Cargar 10 gl de la mezcla anterior en cimara de Newbawer.

- Contar las células que no estan azules (estas son las células vivas).
- Multiplicar el niimero obtenidopor 2, esc es el niimero de células por
104 /ml.

- Centrifugar a 3,000 rpm 3 min y resuspender en medio Dulbecco sin
suero en la cantidad necesaria para tener un millon de células vivas en cada
200 pl de medio.

- Hacer alicuotas en microtubos estériles de 200 pl cada una, una por

cada ratdén que se va a inocular.

INYECCION SUBCUTANEA DE CELULAS EN RATONES ATIMICOS:

- Un momento antes de inyectar, cargar una alicuota de 200 gl de
medio sin suero, que contenga un millon de células vivas, en una jeringa
estéril y nueva de 1 ml con aguja de insulina.

- Inyectar lentamente, subcutancamente el contenido de la jeringa en
un ratén atimico, bien sujetado.

- Procurar que el sitio de la inyeccion sea ¢l mismo para todos los

ratones de ese experimento.

Sin duda, la mejor manera de medir el tamaiio del tumor, es por
medio de su peso, el cual solo se puede obtener sacrificando al animal que
tiene el tumor, este proceso no es el mas apropiado para estudios que
requieren una determinacion periddica del tamaiio del tumor in situ para
generar una curva de crecimiento. Se han utilizado varios metodos para

determinar el volumen tunioral (ver Tomayco y Reynolds, 1989).

En 1986 Enhus y cols. reportaron como estimar el area y volumen
en buena relacién con el peso real del tumor o masa, y en 1989, Tomayko

¥ Reynolds, compararon diametros, areas y volumenes contra peso real de
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eterotransplantes subcutaneos, y concluyeros que un volumen elipsoide
caleulado a partir de 2 0 3 medidas lineales, consistentemente derivaen la

estimacion de la masa tumoral.

Es claro que no existe ningiin procedimiento estandarizado para la

cuantificaciéon del tamaifio en un tumor

creciente. Laprictica mas comiin es medir
ellargo (L) y el ancho (W) (y la altura (H)
del tumor con un “Vernier” (esquema I).
Estas medidas tomadas perpen-
dicularmente una de otra, se usan para
calcular el volumen (V). Las mediciones
son periodic¢as, 1-2 veces por semana: con
estos datos se traza una cusrva de
crecimiento, que ilustra un patrén

prominente de crecimiento y/olarespuesta

del tumor a alguna terdpia administrada.

La curva se puede utilizar para evaluar el

ESQUEMA |I. MEDICION DE LOS TUMORES
SUBCUTANEOS EN RATON ATIMICO. Se
ilustra la manera de medir correctamente los
tumores con un 'Vernier', el largo es siempre
la dimensién mas larga, el ancho es la méas
corta, paralela al cuerpo del ratén y la altura
es el diametro tumoral perpendicular a el
largo y el ancho.

efecto de un agente antitumoral,
comparada con una curva control de

tumores sin tratar,
V=(W2 x LY2 é V=(WxLxH)/2

Este volumen (en mma3) se considera

vilido para estimar el peso (en mg), asumiendo una densidad de 1. Aiin
cuando la téenica de medicion con “Vernier” es sencilla y simple de llevar
a cabo, existen variaciones entre mediciones del mismo tumor, obtenidas
por diferentes individuos. Por lo que es recomendable que sea la misma

persona la que realize las mediciones en un mismo experimento.

Con elfin de uniformizar todos nuestros datos, y ya que la altura es
sumamente dificil de medir en la primera semana de crecimiento del tumor,
utilizamos siempre la formula V=(W2 x L)/2.

Lainhibicién de crecimiento tumoral (TGI), refleja el retardo en el

crecimiento tumoraldel grupo tratado, relativo algrupo control, el porciento

A



de TGI es muy utilizado para evaluar la eficiencia de agentes terapeuticos.
Como ya se mencioné, el volumen del tumores utilizado para conocer el peso

tumoral en mg (W).
90TGI= 100 (AWe - AW1) AWc

Donde AWe es el peso medio del grupo control en un momento dado
menos el peso medio del grupo control antes de empezar el tratamiento. Y

AW, es lo mismo pero del grupo tratado.

El porcientode T/C (Tratado/Control) es lo que falta en porcentage
de %TGI parallegar a 100, esta medida es muy utilizada por varios grupos,
un %T/Cmenor implica un mejor tratamiento. Dependiendo del grupo que
loreporte existen diferentes pariimetros para determinarla eficienciade un
tratamiento tomando en cuenta el %T/C, muchos declaran actividad
efectiva del tratamiento con un %T/C menor oigual a 50% y otros cuando

este es menor o igual a 20 6 10% (ver Houchens, 1991).

Algunos agentes terapéuticosson tan eficientes queinducen regresion

tumoral, lamedicion para calcular el % de regresion (%o Reg) es la signiente:
JoReg = 100 (Wo - Wi) / Wo

Donde Wo es ¢l peso del tumor el dia de inicio del tratamiento y Wi

el peso del tumor en un tiempo determinado.

INYECCION DE DNA EN LOS TUMORES,

METODO DE INYECCION DIRECTA:

- Peparar en un eppendorf estéril 1a cantidad de DNA que se va a
inyectar, en 200 pl del amortignador adecuado para cada experimento.

- Cargar cnidadosamente éste DNA en una jeringa nueva y estéril de
1 ml con aguja para insulina.

- Inyectar lenta y cuidadosamente en el tumor del raton.



METODO DE INYECCION CON LIPOSOMAS:

- Realizar una mezcla DNA-Lipofectin (1:1) con: 200 uygde DNA ¢n 10
1 de TE + 90 ul de medio sin suero; 100 pl de lipofectin (1 pg/pl).

- Incubar la mezcla 15 min. a temperatura ambiente.

- Cargar cuidadosamente la mezcla DNA-lipofectin en una jeringa
nueva y estéril de 1 ml con aguja para insulina.

- Inyectar lenta y cuidadosamente en el tumor del ratén.
METODO DE INYECCION CON FOSFATO DE CALCIO:

- Tomar 200 pg de DNA en 10 il de TE.

- Agregar 170 pl de HEBS (NaCl 4 g; KC1 0.185 g; NaHPO4. 2H20;
0.0625 g; glucosa 0.05 g; H20 450 ml; pH 7.05).

- Agitar con vortex pausadamente durante 10 min. a temperatura
ambiente.

- Agregar 10 pl de CaCl2 2M (estéril).

- Agitar con vortex pausadamente durante 10 min a temperatura
ambiente, hasta obtener una mezcla opalescente.

- Cargar cuidadosamente la mezcla DNA-Calcio en una jeringa nueva
y estéril de 1 ml con aguja para insulina.

- Inyectar lenta y cuidadosamente en el tumor del ratén.

'METODOS DE TRANSFECCION DE CELULAS
DIRECTO:

- Lavar células en 3 ml de medio sin suero.

- Poner 250 |l de Medio sin suero.

- Agregar DNA (5 pg de plasmido RSV-CAT, 5 jg de plismido
pBR322) gota a gota dibujando circulos en la caja de cultivo.

- Incubar a 37°C con 5% de COz.

- Cada 15 min. y durante 2 1/2 horas agitar suavemente la caja para
bafiar las células con el medio que contiene el DNA.

- Agregar 5 ml de medio con 10 % de suero Fetal Bovine.

- Incubar a 37°C con 5% de CO2 durante 18 horas.



CON LIPOSOMAS:

- Realizar una mezcla DNA-Lipofectin (1:1), con: 5 pg de plasmido
RSV-CAT + 5 pg de plasmido pBR322 en 50 ul de agua bidestilada,
desionisada esterilizada (BADE) ; 20 yl de lipofectin (1 pg/pl) en 50 pl de
agua BdDE.

- Incubar ésta mezcla durante 15 min. a Temperatura Ambiente.

- Lavar células con 3 ml de medio sin suero.

- Agregar la mezcla de DNA-Lipofectin

- Incubar a 37°C con 5% de COz durante 22 hrs

- Agregar 3 ml de medio + 10% de Suero Fetal Bovino

- Incubar a 37°C con 5% de COz durante 18 horas.

CON CRISTALES DE DNA! FOSFATO DE CALCIO:

- Agregar a la caja de cultivo DNA plasmidico (5 g de RSV-CAT + 5
Hg de pBR322) en 425 pl de buffer HEBS (NaCl 4 g; KC10.185 g; NaHPOa.
2H20 0.0625 g; glucosa 0.05 g; H20 450 ml; pH 7.05) y 25 pl de CaCl 2M.
- Agitar 3 veces con pausas de 10 min.

- Incubar a 37°C con 5% de COz durante 18 hrs. para permitir la
adsorcion del DNA plasmidico.

- Eliminar el medio y lavar con 5 ml de PBS.

- Afiadir medio fresco con 10% de suero.

- Incubar a 37°C con 5% de COz2 durante 18 hrs.

ENSAYO PARA DETECTAR B-GALACTOSIDASA EN CORTES DE TUMOR

El genlacZ de la bacteria Escherichia coli (E. coli), codifica parala
hydrolasa B-D-galactosidasa (B-gal), y ha sido utilizado en una gran
variedad de sistemas, incluyendo bactérias, levaduras y células de
mamiferos, Los primeros 27 aminoécidosdela proteina se pueden substituir,

sin afectar la actividad enzimdtica de la misma, permitiendo fusiones con



otras secuencias genéticas. Existen varios substratos cromogénicos y
fluorogénicos asi como ensayos bioquimicos que permiten una deteccién
rapida y sensible para detectar B-gal (es posible detectar tan poco como

cinco moléculas en una célula viable).

Particularmente, el ensayo dex-gal, se utiliza paralocalizar actividad
de B-gal en células fijadas o en seccidnes finas de tejido, ya sea por

microscdpio de luz o por microscopia electrénica.

Elsubstrato, 5-bromo-4-clore-3-indolyl-B-D-galactosidasa (X-Gal)
es hidrolizado por B-galctosidasas para generar galactosa y moléculas de
idoxyl solubles las cuales se convierten en indigo insoluble. El profundo
color azill generado porlahidrdlisis del X-Gal por B-galfacilitalalocalizacién
celular de la actividad de B-gal. El ensayoX-Gal, fué realizado en tumores

de origen humano, crecidos en ratén atimico: (MacGregor et a/,1987)

- Sacar cuidadosamente el tumor subcutaneo del ratén. )
- Fijar 60-90 minutos (2% para-formaldehido; 0.2% glutaraldehido;
MgClz 2 mM; en PBS pH 7.3)

- Lavar dos veces durante 5 minutos (PBS; 2mM MgClz)

- Saturar en solucién de sacarosa (PBS; 30% sacarosa; 2mM MgCl2)
- Congelar en "Tisue-Tek’ (compuesto o.c.t.: Miles™), en nitrégeno
liquido.

- Cortar secciones de 10 micras de espesor en el cridstato.

- Dejar secar los cortes durante 30 min a temperatura ambiente.

- Lavar(PBS, MgCl22 mM; 0.02% NP-40; 0.01% Deoxicolato de Na)
durante 5 minutos a temperatura ambiente.

- Refijar durante 5 min. a temperatura ambiente (misma solucién
fijadora).

- Lavar durante 5 min. a temperatura ambiente.

- Teiiir en cimara humeda de 12 a 36 horas a 37°C (PBS; 1 mg/ml x-
Gal; 0.01% Deoxicolato de Na; 0.02% NP-40; MgClz2 2 mM; KaFe(CN)6 5
mM; KdaFe(CN)6 5SmM).

- Observar en microscépio de luz.



ENSAYO CAT (Cloranfenicol Acetil Transferasa) EN EXTRACTOS DE TUMORES Y EN CELULAS EN CULTIVO,

Elgen CAT es el reportero mis utilizado para ensayos indirectos de
actividad de un promotor en células de mamifero. Fué derivado originalmente
delelemento transponible Tn9de E. coliy confiere resistencia a cloranfenicol.

La enzima CAT modifica e inactiva el cloranfenicol acetilandolo.

Se han desarrollado varios ensayos para cuantificar la actividad de
CAT,incluyendo el que utilizamos nosotros que consiste en una ‘incubacién
de extractos con cloranfenicol marcado con 14C: en éste ensayo, las
modificaciénes del cloranfenicol se miden en cromatografia de capa fina en
sflicagel,la cuilseparaalosderivados mono y diacetilados del cloranfenicol,
dela forma no modificada. La slica gel se expone en placas de rayos-X, las
regiones de la silica corresponden a las manchas en la placa, la cantidad de
radiactividad se mide con un contador de liquido de centelleo cortando las

manchas correspondientes de la silica.

PREPARACION DE EXTRACTOS PARA REALIZAR EL ENSAYO CAT
A PARTIR DE TUMORES CRECIDOS EN RATONES ATIMICOS:

- Sacar cuidadosamente el tumor subcutaneo del ratén.

- Cortar con un bisturi en 2-3 pedazos.

- Congelarlo inmediatamente en Nitrégeno liquido.

- Guardar a -70°C.

- Colocar los tumores en 300 pl de Tris 250 mM pH 8; 15% glicerol;
Ditiotrietol (DTT) 5 mM.*

- Homogenizar en politrén con ciclos de 20 segundos * .

- Congelar-Descongelar 6 veces, pasando de un baiio a 37°C a una
mezcla de hiclo seco-etanol, para lisar las células y liberar los compuestos
de su interior.

- Centrifugar durante 10 min. a 4°C en microcentrifuga a 12,000
rpm.*

- Recuperar el sobrenadante (SN)* y calentarlo 10 min. a 65°C, para
inactivar a las acetilasas.

- Centrifugar durante 5 min. a 4°C en microcentrifuga a 12,000 rpm.
E 3



- Recuperar el SN*, tomar una alicuota de 3 pl para realizar un
ensayo Bradford. (Lo recuperado en éste punto es el extracto que se utiliza
para el ensayo).

* Realizar en cuarto frio (4°C).

PREPARACION DE EXTRACTOS PARA REALIZAR EL ENSAYO CAT
A PARTIR DE CULTIVOS CELULARES:

- Lavar las monocapas con TD (NaCl 137 mM; KCI 5 mM; Na2HPO4
0.7 mM; Tris-base 25 mM) a temperatura ambiente.

- Agregar 1 ml de TE frio (4°C) y raspar las células con un fragmento
de hule estéril, recuperar el contenido en tubos Eppendorf.

- Centrifugar 1 min. en centrifuga Eppendorf a 4°C.

- Eliminar el SN, resuspender las pastillas en 200 pl de Tris 250 mM
pH 8; 15% de glicerol; Ditiotrietol 5 mM.

- Congelar-Descongelar 6 veces, pasando de un hafio a 37°C a una
mezcla de hielo seco-etanol, para lisar las células y liberar los compuestos
de su interior.

- Centrifugar durante 10 min. 2 4°C en centrifuga Ependorfa 12,000
rpm.

- Recuperar SN (Lo recuperado en éste punto es el extracto que se
utiliza para el ensayo).

ENSAYO BRADFFORD PARA CUANTIFICAR PROTEINA TOTAL DE
LOS EXTRACTOS:

- Realizar una curva de albiimina diluida en 100 pl Tris 250 mM pH
8; 15% de glicerol; Ditiotrietol 5 mM (TGDTT), abarcando de 0 a 40 [ig de
proteina (albiimina), en 5-6 muestras diferentes.

- Tomar 3 pl de extracto y 97 pl de TGDTT.

- Agregar a todas las muestras 900 il de Reactivo Bradford.

- Leer las densidades opticas (DO) de las muestras, en
espectrofotémetro a 595 nm, tomando como blanco la muestra de 0 pg de
proteina.

- Con los datos obtenidos de DO en la curva de albfimina trazar una
curva de DO contra g de proteina.



- Extrapolar las DOs de las muestras de los extractos en ésta curva,
obteniendo los jig de proteina total en cada exracto.

ENSAYO CAT:

- Utilizar la mayor cantidad de extracto normalizando proteina de
todas las muestras que s¢ van a comparar.

- Completar a 300 pl con Tris 250 mM pH 8; 15% glicerol.

- Aiiadir8 pldeAcetil Coenzima-A (ACoA) 20 mMy agitar fuertemente.
- Agregar2.5ulde Cloranfenicolmarcado con 14C (25 uCi/ml)y agitar
vigorozamente.

- Incubar 1 hora a 37°C.

- Anadir 8 pl de Acetil Coenzima-A (ACoA) 20 mM y agitar fuertemente ®.

- Agregar 2.5 pl de Cloranfenicol marcado con 14C (25 UCV/ ml) agitar
vigorozamente ®

- Incubar 1 hora a 37°C e.

- Parar la reaccidn con 300 yl de Acetato de Etilo (99.5%).

- Centrifugar 10 min en microcentrifuga a 4°C.

- Recuperar la fase orginica (superior) en la que se encuentra el
cloranfenicol marcado y sus formas acetiladas.

- Evaporar el Acetato de Etilo 1 hora en centrifuga con vacio o toda
la noche en una campana de extraccién apagada.

- Resuspender bien, en 10 pl de Acetato de Etilo.

- Colocar las mucstras gota a gota en una placa de silica gel.

- Saturar una camara con cloroformo metanol 19:1, y colocarenclla
1a placa de silica gel, de ésta forma el cloranfenicol acetilado se separa en
la cromatografia del no acetilado.

- Exponer la cromatografia en una placa de autoradiografia durante
2 dias. Los sitios marcados radioactivamente velan la placa, permitiendo
distinguir entre las formas acetiladas y las no acetiladss del cloranfenicol
marcado.

- Después de revelar la placa, la cromatografia silica gel se recorta
para cuantificar cada muestra en liquido de centelleo (PPO 5 g/i; POPOP
0.3 g/l), para saber el porcentaje de cloranfenicol acetilado.

® -Solamente para las muestras provenientes de tumor.
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PRODUCCION DE TUMORES HUMANOS DE ORIGEN CERVICAL EN RATONES ATIMICOS.

Paraencaminarnosa cumplir nuestros ohjetivos principales, partimos

de un punto bisico, y extensamente reportado en la literatura, pero que

nunca habiamos confirmado en el Inboratorio: El desarrollo de tumores

en ratones atimicos a partir de la inyeecién subcutanea (sc) de células

de origen tumoral humano. En éste caso de células HeLa, provenientes de

un adenocarcinoma.

FIBROBLASTOS
CELULAS Hela NORMALES

7 DIAS

2 MESES

FIGURA 10. Experimento para evaluar la
tumorigenicidad de dos tipos de células
humanas.

Como se muestra en la figura 10, realizamos
un ensayo tomando 2 grupos de ratones atimicos (nu/
nu), de 4 miembros cada uno. El primer grupo fué
inoculado subcutaneamente con 1x106 células HeLa
y el segundo grupo (control) con la misma cantidad
de fibroblastos normales (que provienen de un tumor
benigno de mama. La aparicion de algiin tumor se
detectd por observacidn y palpacién del sitio de

inoculacién 2-3 veces por semana.

El grupo inyectado con células HeLa
desarrolld tumores palpables en 34 dias y visibles en
7 dias, en el sitio de inoculacién. Los tumores
aumentaban de tamafio con respecto al tiempo (ver
fig 11). El grupo control no desarrollé ningin tipo de

tumor ain después de 2 meses.

by &

FIGURA 11. EVOLUCION DE LOS TUMORES DE CELULAS HelLa EN RATONES ATIMICOS. Se
muestra el crecimiento de tumores producidos por la inyeccién subcutanea de células HelLa. A.- 2
dias; B.- 18 dias; C.- 35 dias, después de la inyeccion.



INYECCION DIRECTA DE DNA EN L.OS TUMORES.

Para responder si es posible inyectar DNA directamente en un
tumor y obtener expresion detectable de éste, inyectamos tumores con
genes que codifican para proteinas que sabemos como detectar. Tomamos
como referencia el articulo publicado por Wolf y colaboradores en 1990,
donde inyectan directamente y sin ningilin mecanismo especial, plasmidos
con genes reporteros de Luciferasa, 8-galactosidasa (B8-gal) y Cloranfenicol
Acetil Transferasa (CAT). Estos genes producen proteinas que se pueden
detectar mediante téenicas estandarizadaslas cuales fue posible reproducir.
Partiendo de éstos datos, utilizamos el método ya reportado para misculo

de ratén, con tumores de origen humano crecidos en ratones atimicos.

Se utilizé una serie de plismidos de DNA, que ticnen como gen
reporteroa CAT 6 a Lac-Z regulado cada uno por un distinto promotor (ver tabla2):

El promotor del virus del sarcoma de Rous (LTR), es un promotor
fuerte y eficiente, dos de nuestras construcciones lo tienen, una con el gen
reportero CAT (RSV-CAT)y otra con Lac-Z (RSV-8gal) los promotores de
Timidfn Cinasa (TK) y de SV40 (temprano) son menos eficientes, en gen-
eral, que RSV y la regién de control de papilomavirus 18 (LCR), arriba del
gen reportero Lac-Z, construido por nosotros, es especifico para células de
origen epitelial (Cid-Arregui et al, 1993).

NOMBRE ESQUEMA PROMOTOR  PROTEINA
TKCAT ____ %' S B  TudnCiasadeHSVI  CAT
SVE-CAT Temprano de SV40 CAT
RSV-CAT ITRdeRSY CAT
RSV-Bgal LTR deRSV B-gal

pLCR-Bgal LCR deHPV:18 B-gal

TABLA 2, Diferentes
distintos promotores.

pldsmidos con los genes reporteros CAT 6 B-gal, regulados por



Se inocularan trece ratones atimicos con células Hela y 15 dias
después inyectamos los tumores con 200 g de distintas preparaciones de
DNA (vertabla 3). Tres dias después delainyeccién extrajimos cada tumor

y los procesamos para ensayo CAT o 8-gal (ver metodologia).

En la Tabla 3 se¢ muestra el porciento de acetilacion promedio,

obtenido en los ensayos CAT de cada uno de los diferentes plismidos. Se

0.15% 0.14% 5.32% 0.11% 0.10%

& |

o [ ’ [ [}

3 2]

S g § F

& z
FIGURA 12 EXPRESION DEL GEN REPORTERO CAT
INYECTADO DIRECTAMENTE EN TUMORES DE
ORIGEN HUMANO. Autoradiografia del ensayo CAT. En
la parte inferior se indican los plasmidos inyectados
(ver tabla 2). Se muestra el porciento de acstilacién
obtenido, en la parte superior (la tabla 3 muestra el
porciento de acetilacién promedio de todos los ensayos
realizados).



observa claramente que ¢l LTR del virus de sarcoma de Rous (R§V), es mis
eficiente para expresar ¢l DNA inyectado con el reportero CAT (figura 12
y tabla 3). Todos los otros promotores presentan niveles de expresion
comparables a la de los controles (TE (soluciéon de Tris y EDTA), RSV-8-

PLASMIDO INYECTADO NUMERO DE TUMORES % DE ACETILACION
NINGUNO (TE) 2 0.19£0.07
TK-CAT 2 0.11£0.04
SVE-CAT 4 0.21+0.07
RSV-CAT 3 4.83+0.25
RSV-Bgal 2 0.13£0.02
pLCR-Bgal 1 0.07+0.00

TABLA 3. Porclento de acetllaclén promedio obtenido a partir del ensayo CAT, con tumores inyectados por diferentes
construcciones de DNA.

ORIGEN HUMANO. Cortes de tumores inyectados con el plasmido RSV-Bgal (A) y con TE (B), con los
cuales se realizé un ensayo X-gal para determinar actividad del gen raportero B-galactosidasa (zonas
azules), tefiidos posteriormente con Hematoxilina-Eosina.

3%



galy pLCR-Bgal). La eficiencia del promotor RSV se comprueba en ensayos
para detectar B-gal, con el plasmido RSV-8gal (fig. 13).

TIEMPO OPTIMO DE EXPRESION DEL GEN INYECTADO

Con el objeto de conacer la cinética de expresién de DNA inycctado
directamente se realizaron ensayos para evaluar la expresién del DNA a
diferentes tiempos. Doce ratones atimicos se inocularon de manera ha-

bitual con células HeLa. 15 dias después, seinyectaron los tumores con 200

FIGURA 14. Experimento desarrollado para conocer
la cinética de expresién del DNA inyectado.



ug de plasmido RSV-CAT y se procesaron 3 tumores para ensayo CAT a

cuatro distintos tiempos; uno, dos, cuatro y ocho dfas después de la

inyeccién con DNA (fig. 14).

En la figura 15 aparece un ejemplo de los resultados obtenidos,

donde se observa claramente que ya existe expresion un dia después de la

inyeccién (1D), inclusive después de ocho dias la proteina es abundante

% de acetilacidn

Dia promedio
1D | 0.7310.1
2D | 3.62+1.0
4D | 1.17404
8D | 228809

0.78% 4.05% 1.63% 2.96%

FIGURA 15. CINETICA DE EXPRESION DEL REPORTERO CAT A DISTINTOS TIEMPOS. A.
Autoradiograffa del ensayo CAT, mostrando la acetilacion de cuatro tumores extraidos del ratén a
diferentes tiempos después de la inyeccion directa del plasmido RSV-CAT. El nimero de dfas
transcurridos a partir de la inyeccién se muestra en la parte superior y el porciento de acetilacidn obtenido,
en fa parte inferior de la figura. B, Tabla del porciento de acetilacion promedio obtenido de todos los

ensayos realizados.
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COMPARACION DE LA EFICIENCIA DE LA EXPRESION, A PARTIR DE DIFERENTES FORMAS DE INTRODUCCION DE DNA.

Ademis de la metodologia reportada por Wolf de inyeceién directa
de DNA in situ, en la literatura se han reportado algunas otras formas de
introducir informacién genética directamente (ver antecedentes). Una de
lasmis utilizadas es, el usodeliposomas. En ensayosdetransfeccién in vitro
se utiliza frecuentemente el fosfato de calcio con lo que generalmente se

obtienen transfecciones muy eficientes.

Con el objeto de determinar la eficiencia y reproducibilidad de la

inyeccién directa, realizamos varios

ensayos, tanto en tumores como en cultivos
DIRECTO LIPOSOMAS CALCIO

m | )

de células HeLa, utilizando estos tres

métodos de introduccion de informacién
genética; Directo, Liposomas vy

Precipitados de Fosfato de Calcio (ver

metodologia).

Paraeste fin, se produjeron tumores

en doce ratones atimicos y se formaron 3
grupos de 4 ratones cada uno. 200 pg del
plasmido RSV-CAT se inyectaron en el tu-

mordecadaratén, utilizando en cada grupo

eole unadiferente técnica deinyeccién, Directo,
Liposomas y Calcio, como se muestra enla
L1 L) figura 16 (ensayo in vivo).
ENSAYO CAT

Por otro lado, cultivos de células

FIGURA 16. Experimento para determinar la
eficiencia de la inyeccién directa de DNA, R o
comparada con otros métodos. el mismo plismido utilizando estos mismos

HeLa se transfectaron, por duplicado, con

tres métodos (ensayo en cultivo), para

obtener una comparacién de ensayos en cultivo.

Observamos quelainyeccién directa en tumores es mas adecuada en
ensayos in vivo, ya que su expresién resulta mis consistente, aunque no
siempremis fuerte que conliposomas, el caleio es poco eficiente comparado
con los otros métodos (fig 17 y 19).



DIRECTO LIPOSOMAS CALCIO
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FIGURA 17.EXPRESION DEL GEN CAT INTRODUCIDO A TUMORES,
UTILIZANDO DIFERENTES METODOS. Se indica en cada caso (parte
superior), la técnica utilizada y e! porciento de acetilacidon obtenido
{parte inferior).

La figura 18 presenta la expresion in vitro de las tres metodologias,
en donde se observa que las transfecciones con fosfato de calcio son mis

eficientes que con las otras dos técnicas.
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FIGURA 18.EXPRESION DEL GEN CAT
TRANSFECTADO A CELULAS Hela,
UTILIZANDO TRES TECNICAS
DISTINTAS. Se indica en cada caso
(parte superior), la técnica utilizada y el
porciento de acetilacion obtenido (parte
inferior).

PORCIENTO DE ACETILACION

0

DIRECTO LIPOSOMAS CALCIO

FIGURA 19, PORCIENTO DE ACETILACION PROMEDIO
OBTENIDO CON DIFERENTES METODOLOGIAS PARA
INTRODUCIR INFORMACION GENETICA EN TUMORES.
Grafica del porciento de acetilacién promedio de todos los
ensayos realizados + error estandar.



INHIBICION DEL CRECIMIENTO DE TUMORES HUMANOS DE ORIGEN CERVICAL
DERIDO A LA INYECCION DIRECTA DE PLASMIDOS QUE PRODUCEN LA PROTEINA E2,

NOMBRE
pC59
pC59N9
pCGE2

Las células tumorigénicas que contienen integrado al papilomavirus
humano tipo 18 (HPV18) son un buen sistema para evaluar el efecto que la
inyeccion directa de DNA pueda tener sobre el crecimiento de tumores en
ratén atimico, ya que la proteina viral E2 inhibe la transcripcion de los
oncogenes (EGy E7)yalserinyectado un plismido que codifique paradicha
proteina en un tumor con HPV18, se debe inhibir el crecimiento del tumor
inyectado. La tabla 4 muestra un resumen de los diferentes plasmidos

utilizados para éste fin.

ESQUEMA PROMOTOR PROTEINA

Texnprano de SV40 E2
(2] 2fororreriid  Temprano de SV40 E2 mutada
Citomegalovirus E2

TABLA 4, Diferentes plasmidos que expresan el gen E2.

En todos los ensayos se inocularon subcutaneamente (sc) un millon
de células HeLa (las cuales contienen varias copias de HPV18, y carecen de
proteina E2). Serealizaron inyecciones repetidas de plismidos que producen
E2, o no (controles). El erecimiento de los tumores se midid dos veces por
semana, con un ‘Vernier®, y se calculd su volumen tumoral (ver metodologia).
Los datos de volumen tumoral contra tiempo en dias se utilizaron para
trazar una curva de crecimiento tumoral comparativa para todos los
ratones. Se calculd el porciento de inhibicién del crecimiento tumoral
(70TGI) con el cuill se obtuvo el porciento del grupo tratado/grupo control

(%T/C), que simplemente es complementario al %TGI.

En la literatura, se han reportado parimetros arbitrarios para

determinarla efectividad de un tratamiento en tumores. EINCI proponeun
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%T/C menor o igual a 10% para indicar actividad significativa y si el %T/C es
menor o igual a 20% el tratamiento se considera de actividad moderada.
Otros grupos declaran actividad eficiente con un T/C menor o igual a
50%(ver metodologia) (ver Houchns y Ovejera, 1991).

LA INHIBICION DE CRECIMIENTO TUMORAL ES PROPORCIONAL A LA CANTIDAD DE DNA INYECTADO.

El plasmido pC59 (tabla 4), contiene el gen de E2 del papilomavirus
bovino tipo 1 (BPV-1), regulado por el promotor del virus SV40. Su
producto es una proteina que se une a la secuencia especifica
ACCGnnnnCGGT. Se realizé el siguiente ensayo, con el fin de evaluar el

efecto de la inyeccién de diferentes dosis de DNA sobre los tumores:

Ocho ratones atimicos se

inocularon con células HeLa(dia

0 del experimento), a partir del

E2200

dia 7 del experimento y cada 7
dias, 2ratones fueron inyectados
directamente en el tumor con200
pl de solucién salina (SS); 2
ratones con 200 lg del plismido
CADA 7 DIAS TK-CAT (CAT) (ver tabla 2); 2

FIGURA 20. Esquema del experimento para determinar el

ratones con 100 g del plismido

efecto de diferentes dosis de DNA en la eficiencia del  pC59 (E2 100)y 2 ratones con 200

tratamiento.

pg de pC59 (E2 200) (tabla 4 y
figura 20).

Lafigura26 Iy V,muestra el %T/C obtenido alfinal del experimento,
donde se observa que el grupo con menor dosis de DNA (E2-100, I) alcanza
un %T/C de casi el doble que el grupo con doble dosis (E2-200, V). En la
curva de crecimiento de volumen tumoral (figura 25,A), se compara el
crecimiento de los tumores del grupo control tratado con CAT, con el
crecimiento del grupo tratado con E2-200, donde después de 4 dosis (ver
bolitas negras), ¢l control alcanza casi el triple de volumen tumoral medio

que el grupo tratado. La figura 21 muestra fotografias de estos mismos
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VOLUMEN DE LOS TUMORES (mm3) A DISTINTOS TIEMPOS (dias).

TRATAMIENTO 7° 10 12 14* 17 19 21* 2+ 26 *28 30

sS L5 61 1125 179.5 352 394 486 M8 567 597 80O
27 61 91 1125 RIP

CAT 64 72 1125 162 136 269.5 433.5 526.5 632 1044 1152

5 80 125 137.5 294 416 469.6 607 TO0 - 968

E21 16 27 315 72 198 111 294 234 337 2535 512

00 4 32 40 144 198 269.5 281.7 354 486  478.5 B47

225 40 27 48 1125 162 144 198 211 352 352

E2-200 12 40 405 55 B0 125 137.5 245 310.5 318.5 384

TABLA 5. Volumen de los tumores de todos los grupos, en mm3, tabulado contra
el dla en el que se midi6 el mismo. *.-Dia de la inyeccién, RIP.- Se murid. --. No
determinado.

tumores al final del
experimento. La tabla 5
contiene los datos del
volumen de todos los
tumores a diferentes

tiempos.

Observamos que al
inyectar mayor cantidad
de plasmido E2 por dosis el
efecto del tratamiento es

mejor, y qque el control de

SSy de un *plasmido cualquiera’ (CAT) no parecen afectar el erecimiento del

tumor,

El efecto positivo de la cantidad de DNA de E2 inyectado lo

observamos de nuevo en el siguiente ensayo, donde la dosis total de DNA

inyectado fué similar a la dosis acumulada por el grupo E2-200 pero con

FIGURA 21.ASPECTO DE LOS TUMORES AL FINAL DEL
EXPERIMENTO. E2.- Tumores inyectados con E2-200.
CAT.- Tumor inyectado con el plasmido Tk-CAT (tabla

2).
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' ' inyeccibnes mis seguidas (ver figura 22). Este
ensayo se llevo a cabo por triplicado utilizando

ClEGO
e ) como control un plismide idéntico a pC59 (E2),

pero con una mutacién que origina un codén de

He de DNA

o0 40 s0 ioe lge 100 terminacion temprano (pGS9NY, ver Tabla 4)
D D a (E2-MUT), dando come resultade una proteina
. 1 { E2 no funcional.
L L] T T 1 1
s 15 25
DIAS

Lafigura 25B mucstrala curvade volumen

tumoral contra tiempo en dias de todos los ra-

FIGURA 22. Esquema representando el experimento

realizado con E2-MUT como controf, realizado de X : S, R
forma 'doble clego’ y con multiples inyecciones. tones. Por situaciones ajenas a nuestro control,

FIGURA 23.ASPECTO DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS
DEL EXPERIMENTQ REALIZADO CON E2 MUTADO COMO
CONTROL. A.- Fotograffa de un ratén tratado con E2 mutado
(parte superior), y uno tratado con E2 normal (parte inferior).
Tomada el dia 25 del experimento. B.-Folografia de los
tumores E2 normal (E2), y E2 mutado (mut. E2), tomada el
dfa 25 del experimento. “



uno de los ratones del grupo de E2, fué mal inyectado 3 de 7 veces, por lo
que hubo que sacarlo del experimento, quedindonos con 2 ratones con E2
contra 3 ratones con E2 MUT.

Se observa claramente que el grupo de ratones inyectado con E2
MUT acumulé al final del experimento casi eltriple de volumen que el grupo
tratado con E2.

La figura 26 VII, muestra el %7T/C del grupo inyectado con E2, éste
es significativo segiin el paridmetro arbitrario reportado el cual al final del
experimento es menor al 30%. En la figura 23 se muestran ejemplos de
algunos de los resultados obtenidos.

CON UNA CONSTRUCCION MEJORADA PARA PRODUCIR E2, SE OBTIENEN RESULTADOS MAS EFICIENTES.

El plasmido pCGE2 (ver tabla 4) (E2++), construido por Ustav y
Stenlund, contiene el promotor del Citomegalovirus (CMV), ademésdeuna
mutacién dirigida que deleta al promotor interno de la proteina truncada
E2-C, obteniendo un plismido mucho mis eficiente para la expresién dela
proteina E2.

Catorce ratones fucroninoculados con la misma cantidad de células
HeLa. A partir del dia 7 del experimento y cada 7 dias, 4 ratones fueron
inyectados directamente en el tumor con 200 ul de Tris EDTA (TE); 4

TE E2 MUT

CIEGO

CADA 7 DIAS

FIGURA 24. Esquema del experimento realizado con el plasmido
pCGE2 (E2++).



ratones con 200 pg de el plasmido pC59N9 (E2 MUT); 2 ratones con 200 jig
del plasmido pC59 (E2) y 4 ratones con 200 pg de pCGE2 (E2++) (ver
figura 24).

La figura 26 IV y VI muestra el %T/C acumulado al final del
experimento por los grupo tratados con E2 silvestre o con E2++
respectivamente, con una diferencia entre ellos de casi el 10%.

En la figura 25 C, se grafica la curva de volumen tumoral de los
ratones contra tiempo en dfas, se muestra la curva del grupo tratado con
E2++graficado contra ambos controles (E2-MUT y TE), los cuales alcanzan
un volumen tumoral de casi el doble, atin cuando solo se dieron 2 dosis de
DNA (ver bolitas negras).

TE (1=4) E2-MUT (=d)  E2 (=2) E24++ (ned)
DiA6 44.98 £ 11 44,4017 36.87+3 53.00 19
DIASB 6150 £15 52.47£10 51,3014 49906
DIA 13 178.7£19 97.80 16 161.2+ 41 54.00%9
DIA 16 2571.5 £ 46 220.5+43 179.2 £ 28 84.40 £ 26
DIA 19 386.5+79 335.0 442 317.2148 181.0 £ 41
DIA 21 409.0 79 400.0 1 41 326.0 £51 219.3+38

TABLA 6. Volumen medio de los tumores de los cuatro grupos indicados, en mm3
+ error estdndar, contra dias.

Después de la primera dosis existe regresién tumoral del volumen
medio total del grupo tratado con E24+, que en este caso es del 5.7% (ver
metodologia). La tabla 6 muestrael volumenmedio de los cuatro gruposcon
su error estindar a diferentes dias.
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FIGURA 25. CURVAS DE CRECIMIENTO DE VOLUMEN TUMORAL CONTRA
TIEMPO EN DIAS DE LOS DIFERENTES EXPERIMENTOS REALIZADOS. A.-
Experimento de diferentes dosis de DNA (ver fig. 20), se grafica la curva del
grupo tratado con plasmido CAT, contra E2-200. B.- Experimento de multiples
dosis y E2 mutado (E2-MUT) como control {ver fig 22), se grafica ia curva del
grupo tratado con E2 silvestre (E2) y E2-MUT. C.- Experimento con el plasmido
pCGE2 (E2++), se grafican los grupos controles inyectados con TE o con E2

MUT, y el grupo tratado con E2++. Se muestran las desviaciones estandar, las
bolitas indican el dia de inyeccién.
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PORCIENTO DET/C
H
2

I ITmMmIv vvwv
FIGURA 26. PORCIENTOS DE T/C
TOTAL DE LOS DIFERENTES EX-
PERIMENTOS REALIZADOS. Iy lI- 4
dosis de 100 pg del plasmido pC59
(E2). 1I1,- 5 dosis de 100 ug de E2. IV.-
2 dosis de 200 pg de E2. V.- 4 dosis de
200 pg de E2. Vi.- 2 dosis del 200 pg
del plasmido pCGE2 (E2++). VIl.-
Multiples dosis de E2 (ver fig. 22).



ConcLusiones Y Discusion

En los @tltimos 30-40 aiios se han desarrollado una gran variedad de
modelos para el estudio de tumores. Se incluyen tumores inducidos
espontanea, viral o quimicamente, asi como transplantes. Cada uno de
estos modelos tiene utilidad para bidlogos, quimioterapistas e inmunélogos,

y cada uno tiene sus limitaciones.

Elmodelo debe ser unsistema de prueba para distintas modalidades
terapéuticas, y para su adecuada seleccion. El ratén desnudo ha sido
utilizado exitosamente para la evalnacion de varios tipos de terapia, en el
Instituto Nacional de Cancer de EUA (NCI) y por una gran variedad de
investigadores y compafiias farmacéuticas, universidades e institutos de
investigacién en todo el mundo (ver Boven y Winogard, 1991).

En 1969 Rygaard y Povlsen publicaron por primera vez, que un
tumor humano se puede transplantar y crecer exitosamente en nn ratbn
desnudo. Esto desencadena una serie de articulos de diversos grupos,
reportando una variedad de tumores humanosinducidos en estos animales.
En poco tiempo se mostro que el modelo es aplicable para la evaluacién de
agentes potencialmente antitumorigénicos. Midiendo Ia inhibicién del
crecimiento tumoral, y su regresién con varios compuestos quimio-

terapéuticos {(ver Houchens, 1991).

En 1950 el NCliniciaunprogramaparalaidentificacién yevaluacién
de agentes antitumorales y en 1984 comicnza un programa para evaluar in
vitro drogas antitumorales,en lineas celulares analizando su respuesta a
varios compuestos potencialmente antitumorigénicos para posteriormente
hacerlo con heterotranspalantessubcutineos en ratén atimico. Este modelo
continua siendo de gran utilidad, en él se han hecho ensayos de numerosos
métodos terapéuticos, radioterapia, anticnerpos menoclonales, inmuno-

toxinas, interferones y otros (ver Boven y Winogard, 1991).

El primer paso en esta Tesis fué comprobar que: Nuestras células
HeLa, efectivamente son tumorigénicas, ya que al ser inoculadas

subcutaneamente en el ratén atimico, producen en pocos dfas un tumor en
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el sitio deinyeccion. No asf los fibroblastos de un tumor benigno de mama,
los cuales no desarrollaron ningin tipo de tumor aiin después de 2 meses a
partir de su inoculacién.

Basandonos en el trabajo de Wolf (1990), se inyectaron plasmidos
directamente a un tumor de células HeLa, en ratén atimico, Los resultados
obtenidos (ver figuras 12 y 13) demuestran que: “es posible obtener
expresién detectable del plismido inyectado™, aumentando ésta
significativamente al utilizar un promotor fuerte como el promotor del
virusdel Sarcoma de Rous (RSV), tanto con el reportero CAT, como con 8-
galactosidasa.

El tiempo éptimo para detectar expresion es dos dias después de
la inyeccién del plasmido. Un dia después ya se detecta proteina, y ocho
dfas después de la misma inyeccion la protefna es alin abundante, (ver
figura 15).

De todos los protocolos para terapia génica en humanos aceptados
en la actualidad, solamente uno incluye la inyeccién directa de DNA
plasmidico en masas tumorales in situ. Este es el primer intento de
transferencia genética a células somiticas de un paciente, sin extraerle
algunas células para la tranferencia genética (ex vivo). Esta tdnica
metodologia, consiste en la inyeccidn directa de complejos de liposomas-
DNA plasmidico a los tumores: “Si éstus técnicas de inyeccidn directa
resultaran efectivas, nos proporcionarian una alternativa mucho mas
simple y menos costosa que los métodos utilizados hasta ahora de
transferencia genética ex vivo” (Miller, 1992).

Con el fin de comparar la eficiencia de distintas metodologias de
introducciéon de DNA, tanto in vivo como in vitro, realizamos una serie de
ensayos (ver figuras 16 y 17) en los que se muestra que la expresién es mas
consistente por el método de inyecciéon directa de DNA que con liposomas
(ver figura 19), aunque no siempre mis fuerte. In vitro, la técnica de calcio
(muy utilizada) supera en mucho a las otras dos como se observa en la
figuras 18, los liposomas no muestran ninguna diferencia cuando se comparan
con la transfeccion directa de DNA en cultivo.



EIHPV-18, nos proporcion un modelo excelente para experimentar
siefectivamente es posible inyectar un DNA plasmidico con fines terapéuticos
dircctamente a tumores. Las células HeLa, contienen més de 50 copias de

HPV-18 en su genoma y carecen de la proteina viral E2.

E2 en el caso de éste papiloma tiene dos sitios de unién a DNA muy
cercanos al inicio de la transcripeién de los oncogenes virales (E6 y E7).
Muchosdatossugieren que: “La presencia dela proteina E2 esincompatible

con los oncogenes virales™ (ver antecedentes).

Si tenemos una linea celular con HPV18, la cual al ser inoculada
subcutaneamente en ratones atimicos origina tumores de origen humano,
si sabemos que podemos inyectar DNA plasmidico directamente a éstos
tumores obteniendo expresion del mismo, y ademiscontamos con plismidos
que codifican para la proteina E2; contamos entonces con todos los
ingredientes nesesarios para comprobar nuestra hipétesis: El crecimiento
tumoral debe disminuir al estar presente E2. Realizamos con este fin
varios experimentos. Analizando todos nuestros datos podemos concluir

que:

- El plasmido pC59 (ver tabla 4) produce inhibicion del
crecimento tumoral la cual aumenta cuando las dosis de plasmido son
mayores, cuando el tratamiento comienza tempranamente, o cuando se
administran dosis con mayor frecuencia (ver figuras 25 y 26). Todo ésto
indica que si la relacion DNA/Tumor aumenta, el tratamiento es més

eficiente.

- El plasmido pCGEZ2 (ver tabla 4), tiene un promotor mis
fuerte que pC59 y como ya comprobamos, un promotor eficiente aumenta
en gran medida la expresion del DNA (ver fig 12). Este plismido resultd ser
excelente, ya que después de una sdla inyecciéon del mismo se obtuvo una
regresion tumoral media de casi ¢l 6%, lo cual indica que no solo los tumores

dejaron de crecer sino que disminuyeron su tamafio.

Al final del ensayo, con solamente dos dosis de pCGEZ2, los tumores
crecieron menos de la mitad que los tumores control (ver fig. 25 C),
obteniendo un porciento de T/C de menos del 30% (ver fig 26 VI). Esto se

st



considerasignificativo seglin el pardmetro arbitrario reportado (verHouchens,
1991).

- Lafigura 26, amanera de resumen, muestra una comparacion
de todos los %T/C obtenidos en los diferentes experimentos, ordenados de
mayor a menor porcentaje. Aquf se aprecia claramente el efecto de las
diferentes dosis de E2 y la eficiencia de E2++.

Al aumentar la cantidad de DNA por dosis, el %T/C disminuye
(comparar I y II contra IV y V), mis dosis de DNA reuducen el %T/C
(comparar 1 y II contra III y VII), un plismido mis eficiente en la
produccién de E2 es mejor atlin con pocas dosis del mismo (comparar IV
contra VI).

- Ninguno de los controles utilizados parece tener algiin efecto
sobre el crecimiento normal de los tumores. Incluyendo, inyeccion del
amortiguador en el que se disolvia el DNA, inyeccién de cualquier DNA, o
bien , inyeccién de un plismido con una mutacién que produce una
proteina E2 no funcional (ver fig. 25).

Elmecanismo por el cual el DNA de un plasmido logra entrar a una
célula, Hegar 2l niicleo, y traducirse a proteina, es sumamente dificil de
explicar, tomando en cuenta por todo lo que tiene que pasar ese DNA. Lo
cierto es que con estos experimentos, hemos visto el principio y el final de
unamuy complicada ‘cajanegra’;inyectamos DNA y detectamos la proteina
para la cual codifica (al menos, en el caso de plismidos reporteros) , pero
con estos datos no podemos saber nada del meeanismo de éste proceso, sblo
sabemos que se llevo a cabo.

En teoria laidea de inyectar un complejo de DNA-liposomas, suena
mucho més rasonable, ya que los liposomas rodean completamente al
material genético y se fusionan a la membrana celular, sin embargo para
nuestra sorpresa esta técnica ‘genial’ no demostré ser mejor que la simple
inyeccién directa (fig 17).

Al inyectar plismido que codifica para la proteina viral E2 en un

tumor de células HeLa, suponemos que la proteina E2 se une a su sitio
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especifico en el DNA viral el cual s¢ encuentraintegrado al genéma celular
(en ¢l LCR de HPV-18, existen cuatro de estos sitios). La presencia de E2
enlos 2 sitos cercanos alacaja TATA, impiden quelos oncogenes virales (E6
y E7) se transcriban, por lo que se¢ impide la formacién de oncoproteinas
(verfig9). E7 no puede entoncesinactivar a retinoblastoma, elciclo celular
no sc desregula y E6 no se une a la proteina supresora de tumor p53.
Viéndolo de una manera muy simpe, esto impide que el tumor continiie

desarrollandose al mismo ritmo.

Evidentemente no todas las células tumorales logran tener DNA
dentro (ver figura 13 A), por eso la eficiencia del tratamiento aumenta con
dosis mayores y mas frecuentes de DNA o cuando el tumor es mis pequefio,
porque un porcentaje mayor de células contienen al plismido. Asi mismo,
especulando, podemos pensar que E2 ademis de inhibir la produccion de
los oncogenes desencadena algiin mensaje inter celular, con el cual el tumor
deja de crecer, asi no es necesario tener grandes cantidades de E2 ya que

la sefial se amplifica.

Cuando se inyectan genes in vivo, una de las mayores limitaciones
técnicas, ¢s que los genes no seintegran al genoma celular y por lo tanto, su
expresidn es transitoria. Aiin asi se ha demostrado que existen aplicaciénes
clinicas utilizando este tipo de técnicas, pero éstas son limitadas.
Paralelamente, las técnicas con metodologias ex vivo presentan un gran
obstaculo técnico al transplantar las células transfectadas de regreso al
organismo vivo. Se necesita el desarrollo creativo de metodos para
transferencia genética que logren combinar ambos tipos de técnicas, esto
es, lograr inyectar informacion genética in vivo, en la que se obtenga una

expresion ‘estable’.

CONCLUSIONES GENERALES
Podemos CONCLUIR, a partir de todos los datos obtenidos que:

- Las células HeLa producen tumores en ratones atimicos, los cuales

aumentan de tamaifio con respecto al tiempo.



- Alinyectar DNA directamente ¢n tumores, obtenemos expresién
del mismo, con promotores fuertes como el LTR del virus del sarcoma de

Rous (RSV).

- Eltiempo 6ptimo en el que se expresa la proteina CAT, al inyectar

un pliasmido que la produce, es de 48 hrs.

- En este sistema, la inyeccion directa de DNA es mas eficiente y
constante que lainyeccidon de complejos DNA-Liposomas o DNA-Fosfato
de Calcio.

- La inyeccién de plismidos que producen la proteina E2 de
papilomavirus, indujo regresion tumoral, en todos los tumores en donde se
inyectd, aumentando esta al aumentar la relacién DNA/tumor, o alinyectar

un plismido mas eficiente.

En general, se puede decir que los resultados obtenidos abren una
gran cantidad de caminos, este modelo puede ser aplicable para otros tipos
de células cancerigenas, y para intentar otros tratamientos genéticos.
Clinicamente hablando, en un futuro, la terapia génica del cincer cérvico-

uterino puede llegar a ser una terapia complementaria.

Cuando los hermanos Wright lograron volar por primera vez, su
vuelo duré solamente 12 segundos y avanzaron mas o menos 75 yardas. Aiin
asi, demostraron que El hombre podia volar. Cuidando las dimensiones,
este trabajo representa los primeros 12 segundos de muchas horas. Falta
mucho por hacer, pero, avanzamos 75 yardas. Proponemos a éste proyecto
como un 'Modelo animal para la terapia génica del Cancer Cérvico-

uterino',
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TUMORAL CONTRA TIEMPO EN DIAS DELOS
DIFERENTES EXPERIMENTO0S REALIZADOS.

PORCIENTOS DE T/C TOTAL DE LOS DIFE-
RENTES EXPERIMENTOS REALIZADOS.
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