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INTRODUCCION

Generalidades

A pesar de Ios lmportantes avances reallzados en Ia oncologla medlca en

relacién a Ios programas de prevencuon Ios metodos de dlagnostlco temprano y Ias

denmas descendlentes las tasas '

1. El Cancer
1.1. Definicién

El cancer es la consecuencia de la acumulacion de anomalias de un grupo
concreto de genes, los proto-oncogenes y genes supresores tumorales. Estos codifican

proteinas cruciales en las vias de transduccién de sefales que controlan el ciclo




celular, lo que da lugar a células transformadas caracterizadas por una diferenciacién
-aberrante, una proliferacion aumentada y/o supervivencia‘prolongada ¥ una capamdad'
de invadir y producir metastasis.

1.2. Las bases celulares y moleculares del cancer

De manera simplista, el equilibrio de un tejido u 6rgano 'esté‘ mantenido porla
divisién celular y la apoptosis. Los productos de Ios genes estlmuladores (proto-

oncogenes) e inhibidores (supresores de tumores) controlan el numero de celulas que
entra al ciclo; mlentras que la cifra de las que muer ' ; ‘
productos de genes poptotlcos y antl apop a "n Qgéhica (o} Ia-

1.2 1 EI clclo celular

oglcos perfectamente :

EI,; cuclo celular es wun conj

coordlnados crecimiento y dlferenCIamon '(G1),f duphcacuon el genoma y segregacnon '

a dos células hijas idénticas (S, Gz ;M) y reallzaCIon e uncuénes especuahzadas y.de
memoria (G0) (Fig. 1y 2). La fldelldad con | ]
precision de la segregacion de cada una de

copla eI DNAY la oportumdad y

pI| as para dar origen a dos células
equivalentes son esenciales durante Ia lelSlon c ular Es por ello que la progresién del

ciclo esta regida reacciones de fosfonlacmn y‘ desfosfonlacxon de proteinas llevada a

cabo por un grupo de cinasas de: serma/tr onlna conomdo como cinasas dependientes

de ciclinas (cdk) en cuya regulacnon partlcypan las ciclinas, los inhibidores de cdk y las

proteinas codificadas por los genes sup' sores de tumores.

TESI“ CON |




Inicio del ciclo
Divisién
(mitosis) Crecimiento celular y
sintesis de proteinas nuevas

M
Preparacién
““para la divisiéon G2 G1

Descanso ! GO

Punto de restriccién:
Replicacion del DNA la célula decide proseguir
o no con el ciclo celular

Fig. 1. Esquema del ciclo cequla_r}y eventos principales que ocurren durante cada fase, -

orman un heterodimero en el que la ciclina activa y define

( _fﬁ'liéntras que la cdk cataliza la fosforilacion (Elledge,

, d:e manera secuencial durante el ciclo celular y fosforilan
sustrgjcbé espe: les para cada punto de transicion.

' La trélh_s‘igién{GHS depende de Ia fosforilacién de la proteina del retinoblastoma
(pr),' qué,fédﬁfr:é,’ ﬁor efecto de las cdk4 y 6. Estas son conocidas como “cdks
dependienteé de ciclina D" y su asociacién y activacion se detecta desde la mitad de
G1 llegando a un pico maximo cerca de G1/S (Kato et al., 1993). El complejo ciclina
E/cdk2 es la que concluye esta fosforilacion en la fase tardia de G1 (Hinds et al., 1992;
Koff et al., 1992). Cuando la célula entra a |a fase S, la degradacion de esta ciclina deja
libre a cdk2 que se une posteriormente a la ciclina A, que a su vez se une a la cdk1
durante G2 y M. Finalmente, la ciclina B se sintetiza en la fase S y se une a cdk1 para
regular la transicién G2/M. Ambas, A y B, se acumulan durante |a fase M y el término
de la mitosis depende de |la degradacion abrupta de la ciclina B por el sistema de la
ubiquitina (King et al., 1994).

TN !




La contraparte de las cnclmas son los |nh1b|dores de cdk Su funcuon en el ciclo
celulares” similar al'de las protefnas supresoras de tumores (Hunter y Plnes 1994) y se
clasmcan en dos grandes fammas" la: Clp/Klp y Ia INK4 En Ia pnmera estan los

que determma si |

et a/ 1994) Los mlembro

cdk (Bates et a/ 1994) (Flg 2)

p27 ® cdk2 ® ?
<+ —» Maquinaria de
p57 | replicacién
] o)
RB
p15 coka P @ @
p18 p107 j
cdké \\> DHFR
l TS
\ Polimerasa-o

K 9

pa7 A @ ?
57 cdk2| —» Maquinaria de
P replicacién

@ Grupos fosfato

Fig. 2. Control del ciclo celular. La pRB es fosforilada por las cdk dependientes de ciclina D y libera E2F.
Este activa la expresion de diferentes genes, incluyendo ciclina E, A y al mismo E2F, lo que establece un
circulo de retroalimentacion positiva. Esto permite el paso a la fase S. DHFR = dihidrofolato reductasa,
TK = cinasa de timidina, TS = sintetasa de timidilato.
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1.2.2. La proteina Rb y la familia de proiéinas “balsiilo" (pocket préteins)

” Dentro de las pocas protefnas cuya relavancua para la progresron del ciclo
’ celular esta demostrada esta el producto del gen del retlnoblastoma, pr el sustrato

prlmarlo de las cdk dependlentes de ‘érclina‘D v regulador negatuvo’fde Ia transucron
G1/S Esta“ ‘s :

protema nuclear de 110 kD que esta

sente. en la mayorla de Iasw

desfosfonlada por Ia fosfatasa de protema
al 1989 Ludlow et al., 1993) Los fosfatos
con otras molecu!as y: la: mantlenen mactlva,

ma/"impiden su interaccion
N embargo, en estado de
hipofosforilacion es capaz de secuestrar y bloquear la acmon de dlferentes factores de
transcripcién necesarios para avanzar a la fase S, en partlcular la familia de E2F
ejerciendo asi su funcién anti-proliferativa (Bandara y La Thangue, 1991; Chellappan et
al., 1991; Nevins, 1992):(Fig. 3) '

TEO}'(‘ (O | §
FAL' /A }) : ,

Lt s e

Fig. 3. Mecanismo de la activacion de la transcripcion controlada por pRb.




Estas asociaciones ocurren a traves de dlferentes domlnlos de umon que se
conocen como “bolsillos” (pockets)-A; B y C EI A/B contlene el sitio para Ia mteraccton -
con protemas que tlenen la secuencua de ammoamdos LXCXE por ejemplo varlas

actlwdades |stintas a pRb durante el ciclo celular (Cobrmlk et a/., 1993; Zacksenhaus
et a/ 1993)
"‘ij?l].‘i m
i FALT G D il
1.2.3. Factor de transcripcion E2F AL DL U]

Es una familia de factores de transcripcion con un papel clave en la progresion
G1/S. En un inicio se decribieron como activadores del gen E2 del adenovirus pero
ahora se sabe que regula un grupo amplio de genes: c-myc, N-myc y b-myb, la
reductasa. del dihidrofolato, la cinasa de timidina, la sintetasa de timidilato, la DNA
pohmerasa o, cdk1 ciclina A, el receptor del factor de creC|m|ento epldermlco e incluso
pRb (Kovesd| et a/ 1986; Blake yA2|zkhan 19 : Hleben et al 1989 MUdl’Yj et al.,
1990; Pearson et al., 1991; Ogris et al, 19935 h 4) EI grupo consta de 5
lsoforma‘sgque forman complejos heterodlmen

: 2), lo cual es necesario
para urj‘i'irAég-a lras”protel’nas “bolsillo” pRb (Ezif ,,‘p1 07 (E2F 4) y p130 (E2F 4 y 5)
(La Thangue, 1994; Hilmans et al, 1995; Sanchez y Dynlacht, 1996) (Fig. 3). Esta
interaccion inhibe la capacidad de activar la transcripcién de los genes mencionados
(Cobrinik et al, 1993; Zamanian y La Thangue, 1993). Ademas, debido a que
comparten el bolsillo A/B del pRb con las oncoproteinas virales (E1A del adenovirus,



Ag T del SV40 y E7 del virus del papiloma humano) (Bagchi et al., 1990; Chittenden et
“al,;/1991), la asociacion pRb-E2F puede ser disociada por la presencia de virus.

1.2.4. Las alteraciones de las proteinas reguladoras del ciclo celular en el cancer

Si existe una caracteristica comun a todos los tumores ésta es la alteracion de
los reguladores del ciclo celular, sobre todo de los de la transicién G1/S (Tabla 1). En
especial, la pérdida directa de la proteina del retinoblastoma, de los inhibidores de su
fosforllac:lon como p16 6 p21 o bien la sobrexpresmn de Ia ciclina D, conducen a la

perturbacxon‘del control del,mclo celular ejermdo por i Rb en,el 100% de los tumores

A24 o,‘Jero e preéente estudio, es un representante de este grupo.
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Tabla 1. Alteraciones citogenéticas de las neoplasias

Elemento Tejido u érgano afectado/tumor Referencia

alterado

Cdk2 Colon, recto, higado, ovario, endometrio (Kitahara et al., 1995; lto et al.,
1998; Marone et al., 1998; Kohzato
etal, 2001)

Cdk4 Cabeza y cuello, pulmdn, colon y recto, : (Hie,“ ",a/ 1994 Tam et al., 1994;

vhfga'do. mama, ovario, endometrio, testiculo, - Iké | et a/ 1996 ‘Masciullo et al.,
glioblastos, sangre, osteosarcoma B 997 Patel et al,, 1997; Shiozawa
j‘jet al,;1997: Lingfei et al.; 1998; An
: ,';’E‘et al, 1999)
Cdké " Cabeza y cuello, glioblastoma, sarcoma . :':‘;f' ,‘;?'(Patel et a/ 1997; Lam et al.,
' o "2000)

CiclinasD  _ Cabezay cuello, sistema nervloso centrai V;kjr'r(F(osenberg et al,, 1991; Arnold et.
paratiroides, pulmon estomago eséfago, ©.al;1992; Jiang et a/ 1992' '
colony recto, higado, pancreas, mama, : 1 Buckley et al., 1993; Leach etal,
endometrio, ovario, prostata, testiculo, 1993; Motokura y'Arhold, 1993;
vejiga, sangre, sarcoma, melanoma Nakagawa et al., 1995; Hall y

Peters, 1996; Houldsworth et al.,




1997; Masciullo et al., 1997;

_.. Buschges et al., 1999)

Ciclina E

Pulmén, estémago colony. recto, hfgado
mama, ovario, testiculo, veylga, sangre -

(Buckley et al,, 1993; Leach et al.,
1993; Keyomarsi et al., 1994;
Akama et al., 1995; Kitahara et al.,
1995; Scuderi et al.,-1996; .
Erlanson et al., 1998; Del Pizzo et
al., 1999; Datta et al., 2000;
Mishina et al., 2000; Kohzato et al.,
2001)

Ciclina A

Hfgado, astrocnos sangre boca v[as
unnanas

(Wang et al., 1990; Paterhni eta/
1993 Furlhata era/ 1997
Kushner et al 1999 Allan et al
2000) g

Ciclina B

Boca, avs'tr'oc‘:itos, pulmén, eséfago

(Kushner er a/ 199“‘: Murakaml et
al., 1999 Allan eta 2000 Sona

-et al 2000)

p156

Pulman, sangre, higado, esofago, vejlga .

glioblastos

(Jen et al., 1994' Gombart et al
1995 Hatta et al., 1995; Kawamata
et al.; 1995 Orlow et al,, 1995;
Suzuki et al., 1995; Lin et al., 1998)

p16

Cabeza y cuello, hipdfisis, glioblastos,
pulmén, mesotelio, sangre, eséfago,
pancreas, higado, vias biliares, mama,
ovarico, endometrio, prostata, testiculo,
vejiga, osteosarcoma, melanoma

(Caldas et al., 1994, Cheng et al.,
1994; Hebert et al., 1994;
Hussussian et al,, 1994; Jen et al.,
1994, Schmidt et al., 1994; Cairns
et al., 1995; Delmer et al,, 1995;
Kawamata et al., 1995; Orlow et
al., 1995; Suzuki et al.,, 1995;
Yoshida et al., 1995; Geradts y
Wilson, 1996; Hangaishl et al
1996; Miller et al., 1996}, Ohno.‘ s
1996; Chaubert et al., 1997;
Marchini et al., 1997; Patel et al.,
1997; Shiozawa et al., 1997; Lin et
al., 1998) '
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p18 Subtipo de oligodendrogliomas, tumores de (Bartkova et al., 2000; Korshunov y .
o células germinales de testiculo ' Golanov, 2002) T
pi18 Glioblastos (Lam et al., 2000)

p21 Mama (Wakasugi etal, 1997) = -

- p27 Cabeza y cuello, glioblastos, hipsfisis, (Nakayama éf al,, 1996} Masciullo
pulmén, eséfago, estdmago, pancreas, et al,, 1997; Piva et al., 1997; Del
higado, mama, endometrio, ovario, préstata, Pizzo et al.; 1999; Ohashi et al,,
testlculo, vejiga, sarcoma 1999; Takata et al., 1999; Tsihlias

SRS N et al., 1999; Hayashi et al., 2000;
Tannapte! et al., 2000; Cipriano et
al, 2001; Kawauchi et al., 2001)
pRb Sistema nervioso central, retinoblastoma, (Chaum et al., 1984, Huang et al.,
osteosarcoma, pulmén, sangre, mama, 1988; Lee et al., 1988; Horowitz et
endometrio, ovario, prostata, testiculo, vejiga al., 1989; Bookstein et al., 1990;
Hensel et al., 1990; Furukawa et
al., 1991; Strohmeyer et al., 1991;
Issing et al., 1993; Liu et al., 1994,
Wadayama et al., 1994; Shapiro et
‘al, 1995; Hangaishi et al., 1996;
Ueki et al.,-1996; Milde-Langosch
etal., 2001)
p107 Ningunc'reéortéd_d: e e i ';(Shkvevlyfr, 1996)
p130 Cabeza y cuello, pulniéh, niamé; eﬁdqv‘rant'i'io"i ‘(H'e'lin et al., 1997; Milde-Langosch

et al., 2001; Tanaka et al., 2001)

2. La terapia del cancer

FALLA Di G0
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El tratamiento oncoldgico esta constituido por acciones multidisciplinarias que se

ejecutan de manera simultanea o sucesiva para curar o mejorar la calidad de vida del

paciente. En la actualidad, las terapiés? convencionales -cirugia, quimioterapia,

radioterapia y terapia antihormonal- se utilizan ' con cierto éxito en el manejo de las

fases tempranas del padecimiento, pero cuando se trata de las etapas avanzadas y las
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recurrencias, aun no hay un tratamiento efectivo. Ademas, en menor o mayor grado
todas-las- modalldades coinciden- en la-falta o escasez de especificidad y/o bajo mdlce
terapeutlco y los esquemas mixtos, que por un lado mejoran el resultado por el otro

pueden-incrementar los efectos lndeseables Ex:sten otras opmones como Ia terapla
fotodlnamlca. la hlpertermla y Ias que h‘an !

ldO desarrolladas en Ia ultlma decada :

basadas en los. avances de la | : ula v la genet' a"molecular como la

lnmunoterapna los inhibidores de la anguogenes:s Ia terapla genlca y la vural

2.1.La terapia génica del cancer

- La terapla génica consiste en la mtroduccwn de acidos nucleicos (RNA o DNA,
en forma de genes, porciones de genes u ohgonucleotldos) al interior de las celulas Io

que altera’ su expresion génica para para prevenlr, tratar o cambiar eI curso de una
patologia (Kay et al., 1997) ‘

Las estrateglas genet " as
se pueden clasmcar en 3 grupo

tumorales con géenes de enzimas de orlgen vnral o] bactenan que convuerten prodrogas
inocuas a antlmetabolltos toxicos. Hasta el momento, Ias mas émpledas son la cinasa
de timidina (tk) del virus herpes simple tipo 1 (HSV-1) que ‘metaboliza el ganciclovir
(GCV) a trifosfato de GCV y la desaminasa de citosina (CD) de la bacteria E. coli que
activa el 5-fluorouracilo (5-FU) a 5-fluorocitosina (5-FC) (Chen et al., 1994; Hirschowitz
et al, 1995). Una de las ventajas de este tratamiento es que sdlo las células
transducidas son sensibles al far‘maco,; lo que limita la toxicidad sistémica que
acompana ala qwmloterapla convencnonal La segunda estrategia es la compensacion

de mutacnones que consnste 'ya'sea en la reposicién de genes supresores tumorales

alterados 'usentes, como la introduccion del gen p53 a tumores con mutaciones del
mlsmo -para rés:taurar su actividad (Fujiwara et al., 1994, Liu et al., 1994); o bien en la
inhibic‘i‘é’n de oncogenes cuya expresién esta anormalmente elevada empleando RNAm
u OIigonucIeétidos anti-sentido, ribozimas o genes que codifican proteinas con funcion

dominante negativa como los anticuerpos de cadena sencilla (Calabretta et al., 1991;
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Mukhopadhyay et a/ 1991 _Scanlon et a/ 1991 Deshane et al 1994) Flnalmente, Ia
mmunopotencnacnon genetlca trata de robustecerrel estfmulo antlgemco medlante la

tumores (TIL) celulas dendrmcas f| ,
mmunogemcudad de Ios tumores es

Merrouche et a/ 1995)

A:p‘esa:r de Ae_sta"é‘r‘nplié gama de abordajes, la baja eficiencia de transduccién de
genes ha.‘bbs’,’tac”ullizﬂadc el éxito de la terapia génica (Robbins y Ghivizzani, 1998). Para
soluciovna'f"Veété‘prdble'fna, en el caso de los vectores adenovirales se han administrado
Junto con moleculas policatidénicas o conjugados biespecificos (Miller et al., 1998; Clark
etal., 1999) o se han incorporado modificaciones genéticas en la fibra para incrementar
la eﬂc1encna de transducmon (Dmitriev et al., 1998), sin embargo, los resultados no han

demostrado tener Ia eficacia esperada.

Con Mestos antecedentes sevpropuso la- viroterapia para el tratamiento de las

neoplaS|as es deCll’ el us de:vir epllcat:vos Estos conducirian a un incremento en

la eficaCIa. ya que el efecto antltumoral se expande aun iniciando con una dosis
pequena del agente gra cias:a

repl acuon viral y la consecuente lisis celular (Vile y
Russell, 1994 Klrny McCormlcw‘ RS
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2.2, La terapia viral del céncer bALL Lj_-_; SRR |

2.2.1. Historia

Las primeras observacwnes sobre e| efecto de los virus en la historia natural del

cancer fueron hechas;hac

aS| un S|glo’ Dos investigadores mdependlentes, Dock y
DePace,- advxrtleron que algunos umores”remltfanf despues de unawnfeccnon VIraI

adqumda de form
En Ia dec d \ ‘

esto ha condumdo al resurglmlentode la terapia viral-en- oncologla (Relchard et al,
1992,:Mmeta et al., 1995; Bischoff et al., 1996, Rodriguez et al., 1997).

Tabla 2a. Virus empleados con fines oncoliticos en tumores animales.

Virus Modelo animal Investigador

Arenavirus

Amapari, Junin, Tacaribe Roedores (Mettler et al., 1982)

Bunyavirus

Bunyamwera Roedores *Koprowski, 1850; (Mettler et al., 1982)
Congo, Hazara, Uukuniemi ) Roedores

Flavivirus
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UNA, dengue 2, St. Louls

Encefalitis j japonesa B Y. Louplng |II

Encefalms rusa

Roedores y aves

‘Roedores VA: aves

) ~‘Roedor y aves s

"""’,"Koprowskl,

_(Mettler et al, 1982) *Sharpless, 1950;
1950 1949);
(Southam et al,, 1951)

(Moore,

lheus . s e ,,Roedore‘s, ol i b e
West Nile ‘Roedores yaves ’
Herpesvirus : :

Hepes simple tipo 1

o ,v,R,oyédOres SRR

(Moore, 1949)

Ortomixovirus ;
Influenza Roedores © - (Moore;, 1949) -
Paramixovirus

Enfermedad de Newcastle”

Sendai

~“Roedores”

‘Roedores

' (Ea;ioyn etal, 1967; Wheelock, 1967)

Parvovirus

Virus minusculo del ratén

~Roedores -

Picornavirus

Enterovirus bovino 1

Roedores .

~(Guetta et él.,;:1'98§)» .

(Hodes et al, 1973; Taylor et al,, 1974)

Poxvirus

Virus de la:vacuna - Roedores - . ,(Leyadit' lec | 925)_; (Cassel .y
Reovirus

Reovirus ‘Ro'e"dor’es

Togavirus

Encefalitis equina del este y encefalitis. ‘Roedores

equina venezolana
Semiliki Forest

Sindbis

Roedores y congjos

Roedores:

, ‘KQPrOwSki,*{Q{SO

- *Koprowski, 1950
(Mettler et al., 1982)

*Citados en (Southam et al., 1951)
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Tabla 2b, Virus empleados con fines oncoliticos en lineas celulares y tumores humanos. '

Virus ™~ “~ Tipo de tumor/linea celular tumoral “Autor
Adenovirus - " Cervicouterino (Smith et al., 1956)
Lineas celulares de cancer cervicouterino, de ‘f(Bisch'o‘ff et al., 1996)
colon y osteosarcoma R
Prostatico L .;f(Rbdriguei, et al,
1997)
Cabeza y cuello (HeiseyKim,  2000;
huri et al.; 2000)
* Pancredtico, ovarico, colorrectal - (inclu ise y Kirn, 2000)
metastasis hepaticas), pulmonar, displasias o
orales, eséfago de Barret - :
Lineas celulares de glioma » e - (Fueyo et al., 2000)
Bunyamwera Cervicouterino JE *Newman, 1954
Dengue Pancreatico, gastrico ' E *Wheelock, 1964
llheus Tracto gastrointestinal, - mamarlo, - melanoma, *Neuman, 1954
pulmonar, laringeo, ovarico, cervicouterino,
osteosarcoma, leucemia
West Nile Mamario, ovarico, melanoma, osteosarcoma, *Neuman, 1954 -
cervicouterino ‘ e ) e
Virus de las enfermedad Leucemia (Webby‘et,al., 1966)

de Langat y Kyasanur
Forest

Virus Egipto 101, 19 0 21

Adenocarcinoma del tracto gastrointestinal con (Southam 'y Moore,
metastasis a higado 1952); *Newman, 1954

Herpesvirus

Herpes simple tipo 1

Glioma; lineas celulares de meningioma, CA (Yazaki et al, >199'S;
mamario, colorrectal, ovarico, hepatocelular Andreansky. ... et al,
1998; Todl\'yk'g et al,
1999; Coukos: et al,
2000; Markert. et. al.,
2000; Pawlik et al,
2000)
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Varicela Leucemia *Blerman, 1953

Influenza B Leucemia *Wheelock, 1964

Enfermedad de Newcastle Leucemia; melanoma; oyéric_o‘;,~',‘,‘pahcréé’tido, 'Whéelock, 1964;
melanoma,  nasofaringeo; ' ‘neuroblastoma; *Cassel,. 1965;
fibrosarcoma ' B *Newman, 1954;

(Reuchard ot a/ 1992
-Pecora etal., 2002)

Paperas Testicular, plel 2 ' ;QV'Newman, 1954
esofagico, ' gastrico, hepético onar {,'Asada 1974 'Okuno,
mamario, de pene, utenno (mcluyendo metétasis:‘ :_»1977 ‘Yumltorl 1982
dseas),. ovarico, vag:nal txrmdeo osteosarcoma, :
linfoma, glioma ; :
Sarampién Linforna de Hodgkin, Linfoma de Bhrkitt = “*Bluming, 1971
Sendai Leucemia ‘Whéelbck. 1964
Parvovirus humano Osteosarcoma, linea celular de leuCemié,‘ células (Tdolan; y Ledinko,

autonomo H1

renales transformadas por SV-40, fibroblastos

transformados por radiacién, carcmégenos

quimicos 0.8V-40, Hel.a

1968; Cornelis et al,
1988; Su et al., 1988;
Telerman et al, 1993;
Faisst et al., 1998)

Virus minasculo del ratén

Lineas celulares de CA mamario'y fibrosarcoma " -

'(iDubAreésoir et
1989; Cornelis et al,

al,

.1990)
Coxsakie B Lineas celulares de CA cervicouteriho,:v‘ e : 'Suskind, 1957
Hepatitis A Linfoma de Hodgkin *Taqi, 1981

Linfoma de Burkitt

Vacuna atenuada de la

CA cervicouterino; melanoma

(DePace, 1912; Pack,

rabia 1950)

Estomatitis vesicular Melanoma (Stojd! et al., 2000)
Virus de la panleucopenia Leucemia *Bierman, 1953
felina ’ R

Semiliki Forest y Sindbis » ,Leucemia o *Wheelock, 1964

*Citados en (Sinkovics, 1993)
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2.2.2, Virus replicativos como terapia del cancer

y los que se usan en la viroterapia. En la prlmera,

vehiculos (vectores) de genes heterologos terapeu‘ti,

antigenos virales en la superficie de Ias celulas mfectadas que ;Iasfhace blanco:de los

CTL antigeno-especificos (Fearon et al 1988) (Flg?_4)
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Fig. 4. Mecanismos por los que los virus replicativos atacan las células tumorales. Ruptura dnrécta (A),
citotoxicidad por proteinas propias del virus o por proteinas codificadas por transgenes heterologos By
mecanismos inmunes (C y D).

Idealmente, la replicacién de estos virus debe ser selectiva en os:tumores, es

decir, que infecten, se repliquen y destruyan las células mallgnas d

silvestre (wild type) pero que no ocurra o sea de manera: mstgnlflcante en celulas
normales (Pennisi, 1996). En la actualidad;, uno de los virus mas empleados en la
terapia del cancer es el adenovirus junto con e‘erSV-1.

TESIS CON
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3. El Adenovirus

3.1. Generalidades

El adenovirus humano fue descubierto y caracterizado en 1953 (Rowe et al,
1953). Pertenece a la familia Adenoviridae, género Mastadenovirus y es el agente
etiolégico de conjuntivitis, enfermedades respiratorias y gastroenteritis pediatricas
(Morris et al., 1975; Ginsberg et al, 1991). Aunque hasta el momento no hay
evidencias de su oncogenicidad en el ser humano, se sabe que algunos serotipos
tienen este. potenmal cuando son inoculados en dosis altas en roedores recién nacidos
(Trentln et al, 1962) Ha sido empleado como modelo para estudiar la regulacién de la

expresion de genes virales y humanos, la replicacion dei DNA y control del ciclo celular.
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Un ejemplo de ello es el descubrlmlento del “spllcmg" del RNAm (Baéhehheimér y
Darnell, 1975) En la actualldad se emplea como un vector para la transferencna de:

emplea para la terapla gemca y Ia oncoI|5|s V|ral es el 5 del»subgrupo"C (Ad5)

3.2. Estructura

El adenovirus tiene una capside iCOSaé:dr‘ic'

'vftcf)mi"ada bor ‘unidades proteicas

conocidas como capsémeros: 240 hexones y 12 (Flg 5) Los hexones forman

las paredes del icosaedro y tienen una fun i os pentones se localizan
en cada uno de los vértices y estan comg |d "'des formadas por dos
hélices-o. que flanquean la secuencn' | -sta forma un asa ‘que
protrude de la estructura termana | ju ‘au’un papel crumal en Ia

internalizacion del virus a |a celula (Mathlas

A partir de-los a’pices sobreSaIe Ia"fibr , estructura homotnmerlca -qu termlna

en una estructura globular (knob) misma qi;i'e esta compuesta por cadenas—f nldas
entre si por asas flexibles que generalmente son de naturaleza: hldr fili
hacia el exterior (Fig. 6). Esta es la responsable de la interaccidn con los' receptores
de la superficie celular durante la adsorcién del virus. Los polipéptidos llla, VI, Vil y
IX también son componentes de la capside y se les atribuyen las funciones de unién,

estabilizacion y de interaccion con los elementos del centro (Nermut, 1975).




Fig. 5. (A) Micrografia del adenovirus (Horwitz, 1996). (B) Esquema de la estructura del adenovirus

(Russell, 2000).

Fig. 6. Estructura terciaria del glébulo (knob) de la fibra del adenovirus tipo 5 (Tomado de Xia et al

1995).

T -

&2

\, D

- &

| 4

. o
M Heson o v = x:"
2= — Fibis ® v - e
' Penien W Mo 3 vi

Csnlm Cemmm

__ Cépsde
Proteinas virales




21

Cuatro proteinas se éncUentran en el interior de Ia'cépside: V VIIV mu y'la
'“protelna termlnal" ‘unida" covalentemente a los extremos 5’ del DNA (Flg SB) El
genoma del adenowrus es un DNA linear de cadena doble cuyos extremos contlenen,

RNA y una secuencia de empaquetamlento (S'henk 1996) (Flg 7)
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Fig. 7. Mapa de transcripcién del adenovirus. El cromosoma ha sido dividido en 100 unidades de mapa
(mu). Las flechas representan los RNAm transcritos con los espacios que corresponden a-los. puntos de
“splicing”. Tomado de (Wold y Gooding, 1891). E = genes de transcripcion -temprana; L= genes de
transcripcion tardia, MLP = promotor tardio mayor. Sl
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3.3. Clclo vntal i e S
" Los eventos del CICIO V|tal del adenovirus se dividen en 2 etapas separadas por '
la repllcamon del DNA viral: temprana y.tardia. En la prlmera ocurren la adsormon a la:
celula huesped la internalizacion, la transcrlpcmn y traduccxon del grupo temprano de

genes (6 as horas) y en la segunda, la expresion de los genes tardlos" ‘eI ensamblaje,

dela progeme del virus y su liberacién (4 a 6 horas) (Russell 2000)

3.3.1. Adsorcién e internalizacién

(Bergelson et~ al.; 1997)“*S|n emb‘rgo recn'
ausencua de este :

(Chlu et a/ 1999) Esta umon desencadena la entrada;_ flClente (85 -90% del virus

adsorb|do) y raplda (5-10 minutos desde Iay adsorcnon) ia la célula por endocitosis
mediada por receptores (Chardonnet Y Dales

ste pI’OCGSO avanza gracias a la

dinamina, GTPasa citosdlica que provoca la constrlccuen de la vesicula para separarse
de la membrana celular y formar eI endosomatemprano y a la reorganizacién de las
fibras de actina (Patterson y Russell, 1983 ‘Wang et al., 1998). Posteriormente, el virus
escapa de dicha estructura por lazge{meab||lza010n dependiente de la interaccion de las
integrinas oVB5 con proteinas dyelﬁ'pehtén y el descenso del pH en su interior (Wang et
al,, 2000). A su paso, el virién'eufre la desintegracion secuencial de sus componentes
propiciada por una proteaee yvkiral'y el DNA es acarreado hacia el nlcleo por la accién
de los microtibulos y la dineina (Dales y Chardonnet, 1973; Leopold et al., 2000). Una
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vez dentro, se asocia con la matriz nuclear empleando la proteina terminal, evento
crucial para’la activacion de la transcripcién (Schaack et al., 1990).

Fig. 8. Fase inicial de la infeccion por un adenovirus. Adhesién a CAR, union a integrinas av, endocitosis,
desensamblaje y entrada del genoma al ntcleo.

3.3.1.a. El receptor de los virus coxsackie y adenovirus (CAR)

Es el receptor primario del virus coxsackie B y de la mayoria de los ma}s,;de.'SO
serotipos de adenovirus (Bergelson et al., 1997; Roelvink et al., 1998). Es u,na:bipteina
transmembranal de 46 kD perteneciente a la superfamilia de las inmunoglobulingé (lg):
Su funcién celular era desconocida hasta que recientemente se demostré - su
participacion en la formacién de uniones intercelulares estrechas constituyendo una
barrera cohtra el movimiento paracelular de solutos (Cohen et al, 2001). Durante la
infeccién, su Gnica funcién es ser el de punto de adhesién, para lo cual el dominio
extracelul‘aféﬁ- es-indispensable y suficiente ya que los eventos subsecuentes de
internalizra‘i'cibh?'dré'pén"den de otras moléculas como las integrinas u otros receptores
secunda‘vryvibvs‘,iy (Wang 'y Bergelson, 1999). CAR se expresa en una amplia gama de
tejidos pero en las neoplasias existe gran variabilidad y en muchas ocasiones suele ser
bajo o estar ausente lo que dificulta la infeccién por el adenovirus. Esto se ha visto en



24

tumores de cabeza'y cuello (LI et al., 1999), de vejiga (Li et al., 1999), de ovario (You et
al.; 2001) y glloma (Mlller et al.;-1998; Asaoka et al., 2000). En particular-se ha descrito
gue en tejidos tumoralesvpnmarlos es mas acentuado que en lineas celulares (Grill et
al., 2001), Este e

para obtener eﬂcacua terapeutlca y representa el pnnmpal objetlvo del presente estudlo

n problema crumal a solventar cuando se emplea el adenovirus

3.3.1. b Integrmas

Son glucoprotelnas transmembranales gue se encargan de la adhes n de Ias

células a las protelnas de | ”fnatnz extracelular (ECM) y el mtercamblo bldlrecmonal de

sefiales entre ésta Y
subunidad o y’Lm
cadenaaygdeB la 2N’ €
la naturaleza Las secuencnas reconocndas por las mtegrlnas son multlples dentro de
ellas, una subfamllla se une a la secuencia RGD presente en dlferentes protelnas de la
ECM (Ruoslahtl y Pierschbacher, 1987). Como se- ha menmonado prewamente el
penton del adenovirus también tiene este tnpeptldo y lo emplea para la mternalxzacuon a
la célula. En este caso las integrinas involucradas son las av que se unen a wtronectma
y en especial avp3 y avp5 (Wickham et al., 1993; Nemerow. y. Stewart 1999). y de
manera secundaria, o5B1 (Davison et al., 1997) y aMp2 (Huang et a/ 1996)

3.3.2. La transcripcion de los genes tempranos

Una vez en el nucleo se inicia la transcripcion del DNA V|ral De las 5 unldades
de transcripcién temprana, la primera en expresarse es E1A Esta codlflca dos
proteinas (12S y 138) que inducen la transcripcién y la progresion a la fase S del ciclo
celular en el huésped para facilitar la replicacién viral. Otras funciones de E1A son la
activacion de la expresion del otras unidades de transcripcion viral y el
desencadenamiento de apoptosis. En contraparte, esta el gen E1B que codifica las
proteinas 19K y 55K. La 19K bloquea la apoptosis inducida por E1A y la 55K, ademas
de unirse a p53, bloquea la acumulacién de RNA celular mientras que facilita la de los
RNA virales (Babiss et al.,, 1985). Las 3 proteinas que codifica el gen E2: DBP, pTP y

Pol proporcionan la maquinaria de replicacion del DNA viral (Hay et al,, 1995). Mientras
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que el gen E3 codifica siete RNAmM que se generan por “spllcmg alternatlvo y cuya

transcripcidn esta controlada por un solo promotor (RlDa y B; 12 5K 11 BK; 6. 7K 14 7K -

y gp19K) (Tollefson et al., 1992). De ellos, 4vtraducen protelnas que modulan la

respuesta inmune del huésped contra el adenowrus.

_“Eni partlcular Ia gp19K protege a':

1997). La gp1 1

partlmpan en una amplla gama de procesos bloq‘
huesped (Junto con E1B-55K), replicacion del DNA CIO
transporte y estabilizacion del RNAm, sfntesns p,otemas wrales tardlas,
produccion de particulas virales infecciosas y la : eS|stenC|a a la lisis por los CTL
(Halbert et al., 1985; Huang y Hearing, 1989; Brldge et al., 1993; Marcellus et al., 1996;

Kaplan et al., 1999) (Fig. 7). TI-,, o

TATT A Ty fAt“,i o
3.3.3: Los genes de transcripcion tardia FAL'L-/’« Lt Bkl

Los RNAm tardios son por lo menos 18 y se agrupan en 5 familias (L1-L5) (Fig.
7) que estan bajo el control del promotor tardio-mayor (MLP) y se involucran en la.
produccién y el ensamblaje de los compon‘ehteé de la capside (Hasson et al., 19'89'"'
Larsson et al.,, 1992). Recientemente se ha atnbuxdo a la proteina. L4 1OOK Ia;
capacndad de inhibir a la.granzima B contemda en los granulos de CTLs- y prevenlr lala:
apoptos;s (Andrade et al., 2001). Por otro lado, los RNAs VA no son traducidos y
partucnpan en la traduccién de los RNAm virales (Thimmappaya et al., 1982) vy la
evasion de la respuesta inmune mediada por el interferén-o. (Mori et al., 1996).

3.3.4. Ensamblaje y salida de la progenie: importancia de la proteina ADP

Una vez que el DNA viral ha replicado y los péptidos estructurales han sido
sintetizados, comienza la construccion de los hexones y mas lentamente, de los
pentones y las fibras. Todas ellas se dirigen y acumulan en el nicleo, donde ocurre se
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ensambla una capSIde vaC|a y acto seguido se introduce el material genetlco con
mtervencmn de la senal de empaquetamlento (secuencia rica en AT-en-el* extremo -
lzqwerdo del genoma wral) (Heanng et al.,, 1987). Paralelamente a estos eventos
“ocurren: Acamblo's e

Ia |nfraestructura del nlicleo. como la: permeablllzamon de la"
membranaf ucl' \r que e mlte Ia sallda del vurus al cutoplasma (Rao et a/ 1996) ‘

expresnon se mtensmca en los estadlos tardnos (20 a 25 horas despues de la mfecmon) ‘.
~ bajo el control del MLP provocando la liberacion de la progenie al exterior (Tollefson et
al., 1992).

3.4. Las proteinas E1A del adenovirus y su relacidn con las proteinas que regulan
el ciclo celular

A diferencia de otros virus, el adenovirus es capaz de infectar células
diferenciadas y quiescentes. Debido a que los niveles de desoxinucleétidos son bajos

en la célula en reposo, el adenovirus tiene que “empujarlas” hacia la fase S para

propiciar. un ite adecuado para Ia sintesis de su proplo DNA a traves de la‘

; RNAm principales codificados en elrgeh» E~1A'?"1‘2'S y

, fosfoproteinas  nucleares de 243 y 289 amlnoamdos
correspondlentemente (Flg 9) Ambas contienen regiones altamente conservadas (CR)
entre Ios dlferentes serotipos. Mientras que CR1 y CR2 comparten las funciones de
rep(gslqn transcnpcuonal, induccion de la sintesis de DNA e inmortalizacién celular; la
CRG; qué se encuentra solamente en la proteina 13S, es por si sola suficiente para la
activacién de’la transcripcidon de genes virales y celulares (Lillie et al., 1986; Moran et
al., 1986). Tanto 128 como 13S se asocian con proteinas de la célula que regulan el
ciclo celular: p300, p107, p130, pr, ciclina A y cdk2, entre otras (Yee y Branton, 1985;
Harlow et al., 1986; Whyte et al., 1988). En parrafos anteriores se explico la propiedad
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supresiva de pRB y las prbien’nas “bolsillo” sobre la prollferacmn y su relacuon con el
factor de transcripcion: E2F; Cuando el adenovirus: mfecta la celula E1A se une a pRB y
libera al E2F del complejo pr -E2F para activar la transcnpcuon del gen E2 y otros que

se relacionan con:' 'a smte5|s de DNA (Chellappan et a/ 1992) ‘ sto ocurre gracias a

que E1A puede |nteractuar con cada una de- Ias protelnas celulares ‘enumeradas a

través de dlferemes segmentos Por ejemplo, pr Se une al ‘motivo. LeU122-X -Cys-X-

Gluszg: dentro de'CR2 y a otra area en CR1. Del mismo modo p107 y p130 interacuan
con CR1 y2, {
auna regnon deyntro de CR1 (Boulanger y Blair, 1991; Svensson et al., 1991).

entras que p300 se une al extremo amino-terminal de la proteina E1A'y

) ‘ . 289
13s N[ [whes| N 2 |c 28R
1 40 80 120 139 185
CR1 CR2 CR3
128 N[ [sew| || 1 c 243R
1 40 80 120139 243
DLTCHEAGFPPSDDEDE
i ]-H\f‘! ﬁ(\N

TN

.
M\ L L L‘“si\i\,‘:lb[“g

Fig. 9. Proteinas codificadas en el gen E1A. Se representa de manera esquemdtica la secuencia
consenso dentro de CR2 a la que interactuia la pRB. Tomado de Barbeau 1992 (Barbeau et al., 1992).

4, El adenovirus replicativo como agente oncolitico

4.1. Fundamentos

La primera aplicacion clinica del adenovirus como agente oncolitico en el
tratamiento de cancer cervicouterino data de 1956 (Smith et al., 1956). En este estudio,
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65% de las pacientes respondleron de manera parmal aI tratamlento pero no se
“observé-ninguna remisién- completa El’ mteres actual por el empleo de los adenovurus

como agentes repllcatlvos en: la terapla antltumoral resnde en el am |l0 conocnmlento ‘

que se tiene sobre su cuclo vatal Ia accesnblhdad de su ge'nom en form‘ de plasmldos,
la capacidad de aceptar genes heterologos Ia prollferaCIon apida’ en tejldOS t:umorales

humanos in V't’ o y e' p°te“0'3| Patogenlco baJo. o

hepatocelular (Hallenbeck et al., 1999) y la L-plastlna en el d "ovarlo (Chung et a/
1999). : :

A. B.
Ad silvestre P tor de E1 Ad Promotor especilico de tumor  Fig. 10, Construccion
silvestre Promotor de +
m.-:——_l replicativo  controla al E1 de a}den_c?wrus de.
especifico  Oj—————) replicacion selectiva
de tumores mediante el empleo de
promotores
Ejemplo: Promotor del PSA especfﬁcos de tumor o
de tejido. E! virus
silvestre replica tanto

en células normales
como en neoplasicas

)

%E ¢P§?’v" V" } (A); sin embargo, el
virus mutante con el

Célula tumora!  Célula normal CA de préstata  Célula normal gen E1 bajo el control

1 1 [} a del promotor
. . .. especifico sélo lo hace

ris b 7 en la célula tumoral

ﬁ‘g Qg ﬁﬁg x (B). Ad = adenovirus;

CA = céancer.

'IFol ("M ,
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La segunda estrategia tdma ,ve'ntajé de las éltérégiqnes:'éenéti;':as‘“ subyacentes '
en las células tumorales y consiste en provocar deleciohes5parciales:de' E1A y/o-E1B- -
(Fxg 11). La biologfa tras esta estrategia es que pRb y p53. son protemas que funC|onan

como “frenos" del cicle celular. Cuando el adenovirus sﬂvestre lnfecta Ia celula, las

protemas E1A y E1B se unen a ellas respectlvamente inhlben sus funcsones de

uno de estos mutantes.

Célula tumoral {pRb-)

A.
.
&%
P
Ad sllvestre
: C. Proteina
Gen E1 G1 ‘ - 1
B %ﬁ rormalt
® ’
Transcripclén -+ Replicacién @I‘]
B. Gt .
& )
Ad &E? .
replicativo ". proteina s
especifico mutante
da Transcripclén — Replicacidn
tumores Gl
Detlecién parcial de E1
Dr:] )
Tra}o@dn

Fig. 11. Construccion de adenovirus de replicacion selectiva por la introduccién de deleciones parciales
de E1 en sitios que codifican porciones de proteinas cruciales para su reproduccion en la célula normal
pero irrelevantes para hacerlo en las tumorales. En este caso particular, se provoca la delecién en el
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CR2 del E1A que interfiere con la interaccién de esta proteina con pRB lo que bloquea su reproducmon

4.2. El adenovirus Ad5-A24

El Ad5-A24 es un adenovirus. repllcatlvo,que contlene una delemon de 24. pares

de bases en la reglon CR2 del gen E1A esp CIlflrcamente“ 'e Ias basesA 923 ar 946 que

de una protefna E1A mutante’q’
et al., 2000). ' ‘

E1A

LI > sk

Genoma adenoviral

923 CTTACCTGCCAGGAGGCTGGCTTT. 946

LTCHEACF
{a.a.121-128})

Fig. 12. Esquema de la regidon E1A del adenovirus mostrando la delecion de 24 bp y los aminoacidos que
codifica. Es importante notar que ésta incluye la secuencia consenso L-X-C-X-E de interaccién con pRB.

Se ha demostrado la selectividad del mismo en lineas celulares de glieme, y
sarcoma que presentan alteraciones de la via de pRb/p16 (Fueyo et al., 2000)' Eh el
presente trabajo se ha elegido este virus condlmonalmente replicativo para agregar
modificaciones que le permitan superar algunos obstaculoo que enfrentan este tipo de

agentes virales empleados en:el tratamiento del cancer
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HIPOTESIS

l-

La mampulamon genetlca de secuencuas vnrales ‘que codlfican dlferentes

protemas (a). _e‘structurales (globulo de la f|bra) o (b) funmonales (E3)

lncrementan la; apacudad mfeccmsa y cntolltlca del adenowrus empleado como
agente antltumoral‘ v :

El bloqueo de la inmunidad mespecmca mcrementa la carga adenoviral al tumor
inyectado por via sistémica.
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OBJETIVOS

General
Incrementar la- potenma -oncolitica- del adenovnrus condlcxonalmente repllcatlvo -Ad5-

A24..

Particulares

lntroduccuon genetlca de .la secuencna que codmca el motlvo RGD enla fibra del

adenovnrus de rephcacion cond10|o k ,
a. Estudlar Ia rephcacton del DNA delos mutantes ,"GD del adenov:rus.
b. Comparar la capacudad oncolmc: ‘de i S
c. Comparar la capacidad oncolltlca de Ios vnru R_D n v1vo

2. Reincorporacién del gen E3: ;
a. Comparar la capacidad oncolitica de: Ios v1rus‘~E3f in.wtro. .

b. Comparar la capacidad oncolitica de,lo_s virus E: * in vivo,

3. Estudiar el efecto de los adenovnrus condlcmnalmente repllcatlvos admlmstrados de

forma local (o] sistémica en.un: modelo /n VIVO

4. Mejorar la carga adenoviral que alcanza el tumor cuando es Vadminist'r,ado por via

sistémica.

n

IT!]“(‘*T{‘! (‘4 "\ AT
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MATERIALES Y METODOS

1. Cultlvo celular

React/vos med/os y sup/ementos
__*Dimetil- sulfomdo (DMSO) (Flsher Sclentiflc Pennsylvania E U )
Medio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) (Medlatech Vlrgmra E. U )

«L-glutamina (Mediatech) ;
*Nitrégeno liquido (Forma Scientific, Oth

*Solucién salina amortiguada por fosfatos“(PBS) (Medlatech)

=Suero bovino fetal (FBS) (Hyclone Utah
=Tripsina 0.05%/acido etllendla‘mlrnp_tetr

Lineas celulares

cético (EDTA) O;‘Sja‘r‘i‘j’M\(M‘ediatech)

Linea celular

Tejido de orige

"Proveedor -

293* Rifién embrionario humano " Microbix, Ontario, Canada.
A549 Adenocarcinoma de pulmén ATCC** CCL-185
D65MG g VG"Iio‘ma : Obsequio de Dr. Igor Dmitriev, Centro de
o= Terapia Génica, Universidad de Alabama
en Birmingham. Alabama, E. U.
Hela Adenocarcinoma de cérvix ATCC CCL-2
Hs 766T Adenocarcinoma de pancreas ATCC HTB-134
LNCaP Metastasis de cancer de prostata a ATCC CRL-1740
ganglio linfatico : :
RD Rabdomiosarcoma ' Obsequio de D T Igor Dm Centro de k
'Terapua Genlca Uruversuda,_de L
en Blrmingham :
Saos-2 Osteosarcoma ’ATCC HTB 85
SKOV-3 Adenocarcinoma de ovario ATCC HTB-77
SKOv3.ip.1 Adenocarcinoma de ovario Obsequio de Dra, Janet Price M.D.,

Anderson Cancer Center. Texas, E. U.

AT STy -
I‘.h.x .“' | o ‘]
i )
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*293 (HEK293), es una linea celular proveniente de rindn embrionario humano transformadas con el 11%
del extremo izquierdo del genoma del adenovirus (incluyendo E1A y E1B) (Graham et al, 1977). Son
altamente permisivas para la infeccién y crecimiento de adenovirus, **ATCC (Virginia, E. U.),

Material y equipo

«Bafo a 372C (Fisher Scientific)

Campana de flujo laminar (Nuaire)

«Centrifuga (Beckman GS-6R) (Beckman Coulter, Callfronla E u: )

«Crioviales (2 mL) (Cornlng, Nueva York, E. uy

«|ncubadora 37°C equnllbrada a una atmésfera de 5% de COz y 90% de humedad (Nuaire,
Minnesota, E. U.) S S ' , :
=Microscopio mvertldo de contraste de fases (Olympus CK2) (Olympus Amerlca Inc., Nueva
YorkEU) : S e : '
-Mlcroscoplo de quorescencna k(Olympus ‘1X70)

Metodo o ; i v v
Todas Ias Ilneas celulares se cultlvaron en DMEM suplementado con 506 10% de FBS

lnactlvado por calor "En nlyngun caso se emplearon antlblotlcos Durante el

mantenlmlento se: subcultlvaron en:f“na proporcnon de 13 a. 15'de "acuerdo a los

requerimientos y caracterlstlcas de cada celula. Para la crlopreservacmn s preparo,
una suspensién de 2x1 O6 celulas/mL/cnovnaI en. medlo completo mas 0. (5%),

congelaron gradualmente y se conservan en mtrogene Ifquudo —1 254 .

2. Adenovirus

El adenovirus es un patégeno humano, por Io que todos Ios proced‘lmlentos deben de

llevarse a cabo en camipanas de flujo laminar, usar guantes: y todo'eltmaterlal empleado
debe de ser descontaminado con un desinfectante antiviral antes de tlrarlos como
desechos bioldgicos. Las alicuotas de virus purificados deben de conservarse a —~80°C.

Los adenovirus empleados en este trabajo son:

Nombre E1 E3 Fibra Promotor

AdCMVLuc Luciferasa --- cMv***

AdLucRGD Luciferasa .- RGD* CMV
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AdGFP GFP**

AdGFP/RGD GFP

Ad5-A24/GFP (E3) ‘Delecién 24 bp

Ads-A24" Delecion 24 bp

Ad5-A24E3 . Delecién24 bp

Ad5-A24RGD/GFP(E3) Delecion 24 bp

Ad5-A24RGD(E3") Delecién 24 bp

Ad5-W300

Ad5-WIGFP

Ad5-WIRGD = R@D

*RGD = Arg-Gly-Asp; *"GFP = proteina fluorescente v‘efdé; *'CMV = citomegalovirus; $GFPzeo =
proteina fluorescente verde-gen de resistencia a zeocina (antibiético de seleccién); Tobtenido dei Dr.
Juan Fueyo (M. D. Anderson Cancer Center, Houston, Texas, E. U.).

2.1. Construccion de los adenovirus

Reactivos y material biolégico
-Agar (Sigma Chemical Co., Missouri, E. U.)
Clorurode sodio (Sigma)
*Extracto de levadura (DIFCO)
*Medio S.0.C. (Invitrogen, California, E. U.)
*Triptona (DIFCO laboratories, Michigan, E. U.) ;
-Antibidticos: ampicilina (50 pg/mL), kanamicina (30 mg/mL) (Sighya) :
zeocina (25 pg/mL) (Invitrogen) ' :
-Bacterias:  BJ5183 (Stratagene, Callfornla E. U )
DHSa (Invitrogen) ‘

-Enzimas de restriccion (New England Blolabs.ln )
Afl, BsrGl, BstXl, Clal; Mfel, Mun{ . INde W

*Plasmidos: . pBHG10 (Microbix onsystems Inc Ontarlo Canada);
pShuttie (Stratagene) ' ‘
pTG3602 y pTG4050 (Transgene, Estrasburgo, Francna)
pTracer-SV40 (Invitrogen)

pXC1 (Microbix Biosystems Inc.)
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Material.y equipo : i
*Aparato de agitaciéon a 30°C y 37°C (New Brunswick Scnentmc Nueva Jersey, E.U.)
~Bafio a 42°C (Fisher Scientific) R

«Cubetas para electroporacién de 2.0 mm (Blorad Callfornla E U )

<Electroporador E.coli Pulser(B|orad)

*Equipo de purificacion de plésmldos QIAGE Pl
QIAGEN, Galifornia, E. U) =
*Incubador de bacterias-a 30°C Y.

smid Mini, Q:!A:f'i_lyteriMaxi,y Endofree Maxi

*Matraz de Erlenmeyer (Flsher)
-M:crocentrifuga (Eppendorf

posterlormente se centnfugan, se re spenden en 100 pL del bmlsmo medlo ‘se’

extienden sobre una placa ‘de agar Luna-Bertanl (LB) (agar+extracto de
levadura+NaCl+triptona) suplementada on ellantlblotlco de seleccion correspondiente
y se incuban hasta que las bacterlas crezcan Se recogen colonias individuales y se
inoculan en tubos con 2-3 mL de LB I|qu1do + antibidtico y se agitan a 30°C y 372C por
>8 h. El plasmido se purifica a partlr de 1-mL de estos preparados y se analiza por
digestion enzimatica para elegir lg_ colonla,que contiene el DNA correcto. Finalmente,
se elabora un cultivo bacteriéno‘ de 250 mL y el plasmido se purifica empleando el

equipo de QIAGEN.

ey

2.1.1. Clonaje
AdCMVLuc vy AdGFP Son adenovirus no replicativos con genes reporteros cuya

expresion puede ser cuantificada u observada. Sus cassettes de expresion estan
compuestos por el promotor proveniente del citomegalovirus (CMV) mas el gen que

codifica la luciferasa de luciérnaga o la GFP y la sefial de poliadenilacién del SV40.
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Estos se subclonaron en el plasmldo pXCJL 1 que contlene el extremo lzqu1erdo del
_genoma- del- adenovurus; (obtemdo del Dr Graham, McMaster Umvers y, Hamllton,
Canada) y se recombm por. homologla con el plasmldo pTG4050 que posee el resto
: del DNA V|ral : . , e

Variaciones del Ad5- A24 , LI
Ad5- A24/GFP Se trata: de .un adenovirus cuyo gen E3 fue sus

GFP-zeocina y se comporta de forma equivalente a Ad5-A24. Se
pE3-GFPzeo rheduante la clonacion de un fragmento obtemdo
pTracer-SV40 que contiene el promotor de CMV y la secuencna
el gen de resnstencua al antibiético de seleccién, zeocma,
plasmido disefiado para introducir genes heterdlogos en la- re‘glké“j_
Posteriormente, el fragmento Afll/Sphl proveniente de pE3- -GFPzeo
homologia con el plasmido pTG4050 (que contiene el genoma viral excepto Ios genesr
E1 y E3) para generar pTG4050- GFPzeo. Finalmente, se co-transfectaron células 293
con los plasmidos pXC1-A24 y pTG4050-GFPzeo para obtener el adenovirus.

!’”“—WT(' "‘.i'.‘ :Ti —F,_ - ""'{

i
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AdS5-A24E3 Este adenovirus es una verS|on del Ad5 A24 que conserva el gen EB Los

Xbal/Mfel) que contienen la reg:on E1A con :la_delecnon de% 24 bp‘,y IaE1B fueron

Iasfmdo_ pShuttIe vndandok comko resultado ,

ligados con el fragmento Berl/Mfel del
pShuttle- A24 Este se recombmo con pTG:3602 (Chartler et a/ . 1996) para Constru|r el
plasmido pA24E3+ . S TR T Sa i

Ad5-A24RGD/GFP Esta es una :verS|on ldentlca a Ad5 A24/GFP a xcepmon de la
presencia del motivo RGD en el 'g bulo’de'la flbra El fragmento Af/II/SphI provenlente

de pE3-GFPzeo fue mtroducudo or recomblnacmn homologa aI plasmldo pVK526

descrito arriba (Suzuki et a/ 2001) que contlene el genoma adenowral mcluyendo la

region E1A con la delecion A24 b

Ad5-A24RGD Este virus cont:ene ambos elementos, E3 y RGD y fue obtenldo a partlr'

del plasmido pVK526 que se elabord por recombinacion homologa del fragmento de
E1A que contiene la delecién de 24 bp del plasmido pXC1-A24: con eI plasmldo pVK503
(que contiene la secuencia adenoviral completa con RGD en Ia flbra) dlgendo con Clal
(Dmitriev et al., 1998). ‘

Derivados del virus silvestre (wild type) - R
Ad5-wt300 Esta reconocido por el Subcomité de Virus del Comité - Internacional de
Nomenclatura como la cepa referencia del adenovirus humano serotipo 5 (Ad5).
Obtenido de ATCC (ATCC No. VR-5).

Ad5-wtGFP Es un A"‘dS*conel?gén E3 sustituido por el transgén que codifica la GFP-

, _de pTG4050 por recombmamon homdloga con un
fragmento Afll/Sphl del plasmldo pE3 -GFPzeo.

AdS5-wtRGD La composwlon_de-’es‘te;wrus es |deniica—a la del Ad5 silvestre excepto por
la presencia de la secuencia RGD en el glébulo de la fibra. Se contruyé el plasmido
pVK50 (Krasnykh et al.,, 1998) a partir del plasmido pTG3602 (Chartier et al., 1996) por
digestion parcial con Ndel e introduccion de un “linker” NdeI/SwaI (Krasnykh et al.,

e

Pt : i

o

B TS . .
N



39

1998). El plasmido pNEB.PK.FrRGD se elaboré subclonando el fragmento BstXl-Munl
de,pQE.KNO’BV.VRGDHh que contiene la secuencia que codifica RGD-4C, al pPNEB.PK3.6
(Dmitfi'ev‘ et al., 1998). pVK503 es el resultado de la recombinacién homdloga de
pNEB.PK FRGD con pVK50 digerido con Swal.

2.1.2. Transfeccion de células animales por el método de fosfato de caicio para la
produccién de adenovirus

El genoma viral de cada construccion fue liberado por digestion con Pacl y

transfectadosa células 293 para generar el correspondiente adenovirus, Los pldsmidos

fueron transfectados por el método de Chen y Okayama en el que el prempltado

vl fosfato caIcnco se. acumula lentamente en el medio de cultivo

(pr6'.9£6)£d: acion pi 4'~h]‘ en un ambiente bajo en, COa ( 4%)

F?eact/vos R v : , ,
‘BES 2x pH 6, 96 (1 07 g BES = acudo N \ idroxletll] -2- ammoetanosulfonico 1 649 NaCI
0. 027 g NazHPO4-2HZO en 100 mL de agua d tllada) flltrado (Flsher) ' ‘
-Cloruro de calcio 2.5 M (13.5 g CaCl, -6H20 en 20 mL de agua destllada) Filtrado, (Slgma)
‘DMEM

*FBS

-Células: 293

Material y Equipo

«Campana de flujo laminar- mES o Cr)

«Congelador:a =80%C (REVCO Carolma del Norte, E. U.) FAL o T ’)M N
{ \ d

Dos lncubadoras ‘una a 37°C/3 % 002 y otra a 5% CO, h“ 2 u

«Platos de cultwo de 8 pocullos

«Tubos de mlcrocentrifuga

Método

Se siembran las células 293 velntlcuatro horas antes del procedimiento en numero tal
que, en el momento de la transfecclon, estén:a: 50% de: confluencia (aproxnmadamente
500,000 células/pocillo). Se cambla el rﬁedlo de dultlvo por uno fresco (2 mL por pocillo)

1-h antes. Se mezclan en un tubo de mlcrocentrffuga 2-4 ug de DNA/pocillo mas 12.5
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ul de CaCly 2.5 M y la cantidad suficiente de agua bidestilada estéril para completar
1257l Posteriormente, se agregan 125 ulL de BES 2x, se mezcla y ‘se deja a-
temperatura ambiente por 20 a 30 min para la formacién del co-precipitado. Afadir la
mezcla DNA/CaCl/BES al pocillo gota a gotaA (total de 250 plL/pocillo) rhier{t'r:asylse'
de COz Al

prese, cia de

mueve el plato de cultivo suavemente. Se |ncuba por 15a24ha 37°C y 3%

dia siguiente se cambia el medio de cultlvo prevna conﬂrmacnon de I
precipitado. La formacion del adenovirus se observa aproxnmadamente en 6 a 7 dias
por la presencia de células redondeadas que se despegan del plato facnlmente

2.2 Ampllflcacuon de |os adenovnrus : v L
Cuando se observa la formacnon de vnrus, se: recogen celulas y"soh'renadante y se

tratan con 3 ciclos df congelacuon/descongelacmn para liberar el vn
células. Para amplsf}car los wrus no rephcatlvos (AdCMVLucf'A
AdGFP/RGD) se emplea la Imea celular 293, mientras que p

emplean las lineas Saos-2 o A549 gue carecen de secuenmas c

delecion A24, cultivadas a 90% de confluencia en platos de ta an suceswamente

mayor. El sobrenadante por si- mismo puede infectar 5 platos-ﬁde mismo tamanoy«._dvel
que proviene y el lisado lo hace en 20. Aunque el nidmero de platos depend

preparacion, en el presente trabajo se emplearon generalménrfefédjblatqs"faefi 50 mm.

Material y equipo

«Centrifuga

«Incubadora a 37°C, 5% COQO;

*Plato de cultivo de 100 mm de diametro

«Platos de cultivo de 150 mm de diametro TESTS (:' s
-Tubos conico de centrifugacion de 250 mL FALLA D fed
Meétodo

Las células se ,infegta@,‘yafs,ea' con ,viiru,s, purificado a una muitiplicidad de infeccién
(m.o.i) de 1o~(1o7uh'id5de‘s formadoras de placas [pfu)/célula, véase titulacion de virus),
ya con Ilsado celular o con sobrenadante de una preparacion previa. Después de una
incubacién de 36 a 48h a 37°C y 5% CO,, el efecto citopatico es evidente en 95-100% y

10-20% de las células se despegan del plato, en ese momento se recogen junto con el
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medio en tubos cénicos y se centrifugan a 1,500 rpm a 4°C -por 5 mln EI sobrenadante
se guarda a -80°C para posteriores infecciones. El botdn de celulas se puede guardar*
congelado en un volumen proporcional (1:2) de medio hasta la puruflcacton ‘del |
adenovirus. B : ‘

2.3. Purificacion del adenovirus g e b ot et e 1t

Reactivos
-Solucmnes de cloruro de cesio (Invitrogen): .
1 2 g/mL (409 CsCl en 160 mL Tris SOmM pH 8. 1)
1 5 g/mL (141.6g CsClen 220 mL Trls SOmM pH 8.1):
-Tampon de didlisis (HEPES 10 mM MgCIa ‘SVH‘ZO 1-mM; gllcerol 10%)-

Material y equipo

«Cassettes de didlisis (Plerce 10 OO
*Centrifuga (Beckman GS SR) L et
*Tubos de centrlfugacwn (Beckman Ultraclear 4x89m yff25,_x 89 mm)
«Ultracentrifuga (Beckman L7) ' Tl L
Meétodo

El botén de células -infectadas SQ lisa - pasandolas por tres, ciclos . de

congelam|ento/descongelam|ento en un volumen de 15 0 30' JE para jiberar “los
adenovirus y la suspension se centrifuga-a 2, 500 rpm po n '4°C para pr ‘
los restos celulares. Mientras tanto, se preparan tubos de ul
de cloruro de cesio, una de 1.5 g/mL en-el fondo y otra de'1.2

de ellas se vierte la suspension viral. Se centnfugan los tubos a 18, _
h, de lo que se obtiene una banda de color blanco-opalino de vurus ‘Se’ extrae la banda
y se somete a otro ciclo de purificacidn .empleando el mismo gradiente y una velocidad
de 35,000 rpm, a 4°C por mas de 18 h. Al final se obtiene una banda nitida de color
blanco opalino correspondiente al-adenovirus que se extrae y se dializa en un tampén
con glicerol a 42C. Se hace una titlacion del numero de particulas virales por
espectrofotometria (ver mas adelante), se hacen alicuotas y se mantienen a —809°C.

2.4. Titulacion de los adenovirus .
2.4.1. Espectrofotometria (densidad optica) TESIC1 (‘ﬂ]\' ‘

FALLA D i
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Reactivos
Tampén de lectura de denS|dad optlca (Trls 10 mM EDTA 1 mM SDS 0. 1% pH 8. 0)

Mater/a/ y equo

-Cubetas de cuarzo para espectrofotometrfa (capacndad de 100 pL)
-Espectrofotometro (Perkin Elmer, MBA 2000; Massachusetts E-U; )
-Mlcrocentrifuga (Eppendorf) '

-Termomezclador (Eppendorf)

-Vortex (Flsher Scxentlflc)

Metodo , e
Se tpmanf,S,uL de la suspensno 7 V|ral dlallzada y se anaden a 95 pL del tampon para

dllu0|on) : ‘|fra'resultante equnvale a 1 1 x‘ij’1 012 partl'culas V|ra'lest(pv)/mL (Malzel ot
al., 1968) ' : ‘

2.4;2.7Ensayo de placa

Reactivos

*Agarosa de bajo punto de fundiciéon 1.33% en agua (esterlllzado en. autoclave) (BloWhlttaker
Molecular Applications, Maine, E.U.)

*Medio de infeccién (DMEM, glutamlna 1%, FBS 2, 5%)

-Medio 2x (DMEM 2x, glutamlna 2%, FBS. 5%)

*Células: 293

Mater/a/ y equo

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Brevemente 'se: S|embran células 293 a 90% de confluencia en platos de 6 pocillos y se
preparan dllu0|ones seriadas del virus purificado (generalmente 102 a 10™'") en medio
de infeccén 1x. Se infectan las células con 1-mL por pocillo y se incuban a 37°C y 5%
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CO; durante toda la noche Al sngulente d|a se cubre Ia monocapa celular con agarosa

1.33% mezclada en una proporcnon 11 con medlo de infeccion 2xy se vuerte medlo de',
cultivo 1x sobre la agarosa pollmerlzada Los platos se mantlenen en obs "rvacmn por:
14 dias para contar el nimero de placas resultantes del efecto CItopatcco :

cada pocillo. La unidad empleada en esta titulacién es la unidad formado
(pfu)/mL. s

Fr'eact:vos :
-DMEM + FBS O 5%

-Equnpo BCA de cuantificaciéon de proteinas (Pierce)
«Células: 293

Material y equipo

*Espectrofotometro

-Miniagitador (MS1 Mlmshaker/USA Smentmc Plastlcs Florlda E. U.)
-Platos de cultivo de 96 pocnlos

Método o
Se snembran 40, OOOi
DMEM con 0. 5% 3.

una: propor0|o 'yv»de 1.5 e'la muestra (sobrenadante Ilsado ;celula

s de 96 empleando 100 pL de
as’(100 uL) en

lisado umo‘ral) en

; mgUiehfe se infectan

estudio,: Despues de 4 dfas de la infeccidn, se calcula el nimero de celulas no llsadas
en basera laacantldad de proteinas en el pocillo, para lo que se aspira el medio
cuidéyd'osarr'{eﬁt:égy se agregan 200 uL del reactivo BCA (mezcla 50:1 de las soluciones
Ay B). Los platos se incuban a temperatura ambiente con agitacion por 2 h y se mide
la absorbancia a 565 nm. Se elaboran graficas en base a la concentracién de proteina
(eje Y) y la dilucién (eje X, escala logaritmica) y se traza una linea perpendicular desde
el punto en que la grafica muestra la dosis citotdxica 50 (la concentracién de proteina
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es 50% del nivel maxnmo) y el punto de lnterseccmn sobre el eje X equivale al titulo del
sobrenadante. EI’ calculo al reallzar es! numero de celulas destruidas (50% del ntimero
sembrado inicialmente = 20 ,000) x (C|fra de mterseccmn en el eje X) dividido entre 0.1
(volumen de suspension viral). El titulo se expresa en unidades de efecto cntopatlco
(CPE)/mL.

2.4.4. Método basado en la transduccidon de genes reporteros

(véase también “ensayo de luciferasa”)

Reactivos

DMEM + FBS 5%

*Luciferina

«Sangre total de ratéon

*Adenovirus: AdGFPy AdCMVLuc
-Celulas 203

Mater/a/y qu1pob |

'MICFOSCOpIO invertldo de fluorescenma
-Plat‘qsﬁd o_de 96 pbcnllos
Tubos
Meétodo ‘
Se S|embran las células en platos de 96 pocnllos (200 OOO celulas/pocﬂlo) eI dla anterlor.
al experumento Se hacen diluciones seriadas de los adenovirus empleando como
diluyente sangre total o ;plasma de ratén. Se incuban durante 1-h y se adiciona
DMEM/FBS. Veinticuatro horas después se observan en el microsco‘pid de
fluorescencia y se cuenta el numero de células que expresan la proteina fluorescente
verde. Se realiza el mismo experimento empleando el virus que expresa luciferasa y se
preparan diluciones en PBS para comparar con las preparadas en sangre total
heparinizada. Desprués;v:de 48 h, se lisan las células, se centrifuga y se realiza el ensayo
de luciferasa como se ha explicado previamente.
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2.5, Caractenzaclon de Ios adenowrus
EI'DNA V|ral purlflcado a’ partlr de vxrus puro (o} de un lusado celular se puede utlllzar -
como molde o plantllla para cualqwer tecmca de anah3|s como la’ secuenmacxon, la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) Ia dlgestlon con enzimas de restrlccmn. '
entre otras N

251 Purificacién del DNA a partir de virus purificado

Reactivos

-Dodecil-sulfato sédico (SDS) 10%

*EDTA 500 mM

=Etanol 70%

*Etanol 70%/acetato de sodio 2%

-Fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1) (Ambion, Inc., Texas E. U.)
-Prote:nasa K (10 mg/mL)

“TE pH 8.0

-=Virus purificado

Material y equipo

*Microcentrifuga

-Termomézclador

sTubos de microcentrifuga

Método -

Un nimero de 2 x 10‘° particulas virales: equlvale a 1-ug de DNA Tomando en cuenta

esta cufra se afade al volumen requerldo de wrus p”
0.5%), EDTA (20 mM), proteinasa K (2oo*

finales. Se mcuba por 1-h a 562C y eI;DN

;Ifl ado 'SDS (concentracion final
' 'ara ajustar a 400 pl
,;extrae con fenol/cloroformo/alcohol'
isoamilico, se precipita con una mezcla de etanol y acetato de sodio, se lava una vez
con etanol 70%, se seca y se resuspende en agua.

2.5.2, Purificacién del DNA viral a partir de células infectadas

Reactivos
*EDTA (500 mM)
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~ *Espermina-HCI (500 mM) (Slgma)

- +Etanol 70% - s PR

-Etanol 70%/acetato de sodlo 2%

-Fenol/cloroformo/alcohol |soamlllco (25 24; 1)

-Protelnasa K (10 mg/mL)

--sRNasa A (10 mg/mL) = oo v =

*SDS 10%

*TE pH 9.0

*TE pH 8.0

*Tampon de lisis celular con desoxicolato (DOC) (etanol 20%, Tris pH 9.0 100 mM desoxicolato
de sodio 0.4%)

Material y equipo

=Microcentrifuga

*Termomezclador

*Tubos de microcentrifuga

Meétodo

La base del método es la precupltacmn del DNA libre (mcluyendo el genoma V|ral no
encapsidado y el celular) para aislar. unlcamente eI DNA viral encapsidado. Celulas
sembradas en un plato de cultlvo de 100 mm a "90% de confluencia se lnfectan con el
adenovirus a anallzar ,Cuando Ias celulas se observan redondeadas y rotantes (efecto'

citopatico) se colectan : se centnfugan y el boton se resuspende en 400. p.L de'TE pH'

9.0. Se afaden 400 pL del tampon DOC y se pasan por la punta de la: plp. ta

para romper las células. Se transflere a- un tubo de microcentrifuga y se "a'greg n: 8 uL

de espermina-HCI, se mezcla e mcuba por 10 m|n en hielo. Se observa la: aparlmo de

un precipitado blanco . correspo Fdl al DNA no encapsidado y - celular'

Posteriormente se centnfuga»‘y, s el : sobrenadante en un tubo nuevo. -Se
10 min a 37°C. Se afaden 60 pL de SDS,

)T/ y se incuba por 1-h a 372C. Se extrae el DNA

adicionan 4 pL de RNasa A y seyln
40 uL de proteinasa K'y 20 pL de T4
viral con fenol/cloroformo/alcohol |soém|I|co y se precipita con etanol y acetato de
sodio. Se lava el DNA con etanol 70%, se centrifuga, se seca y se resuspende en agua
o TE pH 8.0.
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2.5.3. Analisis del DNA viral
2.5.3.a. PCR y digestion enzimatica

Reactivos

»Agarosa (Sigma)

~Agua desionizada

-Bis-acrilamida (Bio-Rad, California, E U )
=N,N,N,N'-Tetrametil- etllendlamlna (TEMED) (Blo Rad)
=Persulfato de amomo o e B
=Tampoén Tris base- amdo bOI'ICO EDTA (TBE)

*DNA viral - - e

=Cebadores: 7 Eta-1 5'-ATTACCGAAGAAATGGCCGC 3
El1a-2 5'- CCATI'TAACACGCCATGCA-S’
Fiber-up 5'- CAAACGCTGTTGGATTTATG 3’
Fiber-down 5'- GTGTAAGAGGATGTGGCAAAT 3'
AdE3-up 5'- CTAGWCGCGCCCT’T’TCTC 3
AdE3-down 5’-AQGGGGTI'GAAGGTATCTTC-3’

«Enzimas de restriccion (New England Biolabs, Inc.):
BstXl’ k j?j? ’
Pél] T
Buffer 3 y. 4 .
’«:{BSA (0 1: mg/mL final)

«Premix Taq (TaKaRa Blomedlcals Shlga Japon)
contiene o -Pohmerasa TaKaRa Ex TaqTM1 25 unldades/25 pl
-Mezcla de dNTP (0.4 mM cada uno) :
“Tampén Ex Tag™ 2x (TAPS 50- mM,: KCI 100 mM, MgCl,
4 mM, 2-mercaptoetanol 2 mM) :
Material y equipo k
«Aparatos de electroforesis, horizontal y vertical (Bio-Rad)
=Termociclador (Perkin Elmer, Geneamp PCR system 2400)
-Termomezclador (Eppendorf) -
«Tubos para microcentrifuga (1.5"th) -

«Tubos para PCR (0.2 mL) Tyﬁi‘% FﬂN
FALLA D7 <
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_.Msétodo e e e e o .
- La delecién A24 y la presencia de E3 fueron analizad/as por amplificacién por PCR de

los fragmentos comprendidos entre los cebadores E1 a-1/E1a-2 y E3-up/E3-down.

Se mezclan-en tubos de PCR:-- Agua St b e - pAra completar 50 ul
o UDNAT g
Cebador1 (ZOpM), Coet 25uL
o Cebador2 (2opM) 25l
Tampép Ex,Tag,""!_ ;‘20 pl
Las condiciones para el PCR son: - Desnaturallzamon ' - 95°C 30 seg
. o Ahneanumno . 80°C 30 seg
Elongacmn : 722C . 1 min
Nudmero de ciclos; . S 30'_;

Las reacmones de PCR fueron seguldas de d|gest|on con BstXl (productos del par E1a-

1/E1a-2) o con. Pcn (productos ,de‘E ense/ES ”antlsense) Posterlormente se corren

se reallzo la secuenmamo - de as ‘regiones-de ntereé de E1A (CR2), E3 (ADP) y Ja

fibra (RGD). Para ello se emplearon Ios mismos. ollgonucleotldos E1A-1 y Fiber-up
empleados en la PCR y.para anallzar ADP se ut|l|zo el cebador E3-adp.

2.5.3.b. Secuenciacién : TRYIS CON

{'\ s 'l ;"

Reactivos I’Pl LA DB G

*Agua .

=Equipo CEQ™ 2000 Dye Terminator Cycle Sequncmg (Beckman Coulter, Inc.).

*DNA viral

«Cebadores: E1a-1 5'-ATTACCGAAGAAATGGCCGC-3'
Fiber-up 5'-CAAACGCTGTTGGATTTATG-3'
E3-adp 5-CAGCGACCCACCCTAACAGA-3'
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-Material y equipo-- . e
»Secuenciador CEQ™ 2000 (Beckman Coulter, Inc,)
«Termociclador (Perkin Elmer)

-Tubos para PCR (0 2 mL)

'Metodo
Los. reactlvos deben ser mantemdos en hlelo durante Ja preparacnon En un tubo para

PCR. se mezclan L
Agua o ,", S ;‘01,'—‘9".5,po

DNAvnraI [ SONPTN '05410ML

Cebador(16pM) A 20;,1L ‘

Master. mix qunck startgigl___

Total = B S204L

CondICIones de PCR : Desnaturalizaclén 96°C 20 seg
Alineamiento " - 50°C 20 ség
:Elokngamévnr Sl 80%C - 4min

Numero de cnclos ) ‘50‘:‘ A :

Posterlormente el DNA ampllficado se prec1p|ta con etanol 95% —20°C y se centnfuga
a 14, OOO ‘r"m
veces con e

C,ypor 15 min. Se aspnra eI etanol y el: boton de DNA se Iava dos'
; ol 70% a —20°C. Se deja secar por 40 min y se resuspende en 40 uL de
la solucién de carga. Las muestras de esta manera preparadas se cargan en platos de
96 pocillos especiales para el secuenciador CEQ™ 2000 y se cubren con una gota de

aceite mineral. Se inicia el programa de secuenciacion del aparato.

2.5.4. Inmunoprecipitacién y deteccion de proteinas por quimioluminiscencia

Reactivos
*Bis-acrilamida (Bio-Rad)
«Equipo de deteccion de acidos nucleicos por peroxidacién de luminol "ECL" (Amersham
Pharmacia Biotech, Nueva Jersey, E. U.)
=Fenilmetilsulfonil-fluoruro (PMSF) 1-mM (Sigma)
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rLeche descremada en_polvé
*Metano| e

-Persulfato’de amonlo

-Proteina A/G-agarosa (Santa Cruz Biotech Callfornla E U )
+8DS e :
-Tampon de '\

50 mMpH -,3:?50.3.—2%- glycerolg10%,;di-tio-

-Trls HCI
-Tween 20 ; ; S .
-Adenovirus: Ad5-wt300, Ad5-A24 y Ad5-A24RGD ‘
-AnticUérpés: ’>An'ticuerpo (19Gz) de’ ratdn ‘anﬁi-E1A: (M73) (Oncogene Research,
Massachusetts, E. U.) S ' ‘
» Anticuerpo anti-pRb (Santa Cruz. Bibfeéh)
» Anticuerpo anti-lgG de raton co,nj‘ukgado.a peroxidasa de rabano (HRP)
(Amersham Pharmacia Biotech)
«Células: A549

Material y equipo

sCassette metalico para exposicién

*Membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) (Bio-Rad)
-Pelicula para detecycién de quimiOIUminiscehc'ia BioMax ML (Kodak, Nueva York, E. U.)

-Ee)velador de placas radlograflcas (Konlca Qx-70, Konnca Medical imaging, Nueva Jersey, E
Método

Se siembran celulas A549 a una confluenma de 85-90% en platos de 100 mm y se
infectan con 100 partlculas v1rales (pv)/célula de Ad5-wt300, Ad5-A24 o Ad5 A24RGD,
mas uno de control sm virus. Al dia siguiente se colectan las células, se centrifugan, se
lisan emplean ,_*o:el tampan de lisis con PMSF, se incuban en hielo por 15a 30 miny se -
vuelven a centnfugar El sobrenadante se pasa a un tubo nuevo con anticuerpo anti-
E1A (concentracnon final de 5 pg/mL) y proteina A/G-agarosa y se mezcla durante mas
de 3 ha 4°C para formar el inmunoprecipitado. Se lava 4 veces con tampon de lisis
seguido  de centrifugacién y finalmente, se resuspende el precipitado en tampdn de
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carga 2x.y se cahenta a 95°C por 5 mln Las muestras se corren en un gel de
acnlamlda (7 5 a 10%) y se transfleren a una membrana de PVDF previamente tratada'

-Azuda de sodlo (NaNjg) (Sigma)
-Albumma senca de bovino (Sigma)
-PBS - .’
'PBS + BSA 1% (1-g de albumina) = PBA
“PBA +NaN;0.1% -
*Tripsina-EDTA (o.os%) i
*Anticuerpos: >‘Anticyu':'é
Reynold S
E.U) (1:31
>Ant|cuerp (1gG 1)
~ Callforma E U.) (1- mg/m,
>Ant|cuerpo (1gGy)’ P1 Fé;{kd,,
(1-mg/mL) -
» Anticuerpo de cabra antl
fluoresceina (FITC)

i AR)vﬁ{.(obtemdo del Dr. Paul
ad'de Alaban aen Blrmlngham,

munoResearch Laboratorles, “Inc.,

«Células: 293, A549, D65MG He

Mater/al y-equipo -
«Citémetro de flujo FACScan (Beckt
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Metodo_ o e et . ,
Las monocapas de las celulas a anallzar se Iavan con PBS se despegan de los platos

albumlna 1%

con tnpsma y se lavan 2 veces en PBS a2|da de sodlo 0 1% (tampon

Io.poyr 30 mlnutos Se
"""fse mezclan con 100

hlelo por 30 min, se Iavan 2 veces ‘con el tampon de lavado y se resuspenden en
500 pL del mismo. La lectura se realiza en un citémetro de flujo FACScan vy los datos

se analizan con el programa WinMDI 2.8.

4. Estudio de transduccion (ensayo de luciferasa)

Reactivos
*AlbUmina sérica bovina
*Luciferina (Promega)

-Reactivos para cuantificacién de proteinas A, By S (Bio-Rad) | lESY (wo
*Tampon para lisis celular (Promega Wlsgon5|n E. U) : PA 3y 1
*Adenovirus: AdCMVLucyAdLucRGD A
-Células: A549, HelLa, LNCaP, DMGE5 RD’y iKOvS ip1

Material y equipo ' '
sLector de microplacas basjaadr
California, E.U.) o ;
«Lumindmetro (Berthold,,Luvma LB 501 Australia) - £
«Microcentrifuga :

rofo :'rhé:tiffa (Molecular Devices Corp., Emax,

*Placa de ensayo de 96 pocnlos de fondo plano (Falcon 353915 Nueva Jersey. E.U.)

*Plato de cultivo de 12 pocﬂlos : : o '

*Tubos de mlcrocentrlfuga :

*Tubos de poliestireno para Iuminometrfa (No 55 476, Starsted Inc., Carolina del Norte, E. U.)

Método :
La luciferasa de luciérnaga es una enzima que oxida la luciferina de escarabajo de

manera dependiente de ATP. Se emplea como gen reportero debido a que su producto
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no requieré modificacio’ﬁ postraduccional y la eficiencia con la que produce luz es alta.
Para realizar el ensayo, se transducen las células sembradas en platos de 12 pocilios a
una confluencia de 80% con AdCMVLuc o AdLucRGD en dosis crecientes de: 6. 25'
12.5, 25, 50 y 100 pv/célula (se calcula por separado para cada linea celular). Despues
de 48 h, las monocapas se lavan cuidadosamente con PBS se adlmona una cantidad

minima (200 uL en platos de 12 poculos) de tampon de lisis celular y se despegan del

poc:llo Se transfiere el- Ilsado aun tubo de mlcrocentrffuga se. centrlfuga po' 5 seg a

muestra eA

tampon de‘IIS|s; Este'es un metodo colonmetrlco en « mezclan tres reactwos
(reactlvos A S y B) y la absorbancia de la muestra se cuantifica en un
espectrofotémetro a una longitud de onda de 750 nm tomando como base una curva

estandar de proteina. Los experimentos se realizan por triplicado.

5. Analisis de la replicacion del adenovirus in vitro: incorporacion de BrdU

Reactivos

*Bromo-desoxiuridina (BrdU) (Amersham Pharmacia Biotech)
*EDTA (500 mM)

«Espermina-HCI (500 mM) (Sigma)

T‘I C T
-Etanol 70% + acetato de sodio 2%

S ".‘," ALY ﬂ

ALLA T ORIGEN |

*Fenol- cloroformo alcohol |soamlllco

-Proteinasa K. (10 m"v mL)
“Reactivo ECL (A"
*RNasa’ A (1 g

harmacia Biotech)

«SSC 20x (Na_, 3M, citrato de sodio 0.3M, pH 7.2)
-Tampon de lisis: celular con desoxicolato (DOC) (etanol 20%, Tris pH 9.0 100 mM, desoxicolato
de sodio 0.4%) (Sigma)
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-Tampon TBS-T (tns 50 mM NaCl 150 mM Tween 20 0. 2%) + Ieche descremada en polvo 5%
- «TE(Tris*10 mM EDTA1 mM) (pH 9.0)= S :
-Antlcuerpos , >Ant|cuerpo IgG de raton anti BrdU (DAKO Corporatlon California, E. U.)
>Antlcuerpo de conejo antl lgG de ratén conjugado a peroxndasa de rabano
(HRP) (Amersham Pharmacna Blotech Nueva Jersey, E. U.)
k-EnZIma de restrncmon ‘Hindill (New England Blolabs)

Mater/a/ y equo
~Cassette metallco para exposwlon
*Horno al va0|o

*Hybond lN(+) (Amersham Pharmacia Biotech)

TT’Q“?

*Pelicula radiografica (Kodak Biomax ML)

-Revelador de placas radiograficas
-Rotador

Meétodo ;
Se preparan células A549 en plé,tos_ de 6 pocillos a una confluencia de 85-90% y se
infectan con los virus AdS'A24 o Ad5-A24RGD a una dosis - de' 0.01 ‘pv/céIUIa
Posteriormente se mantlenen en DMEM con FBS 5% y BrdU (1 uCl/mL) Celulas de Ios

pocillos correspondlen s'ser cogen a los dias 2, 4, 6 y 8 después de la: mfecmon pork

raspado.y: resuspensmn en:s medlo Cada uno se centrifuga y el botén celular se

resuspende en 200 uLkde TE pH 9 0 Las muestras se procesan de acuerdo al método
de punﬂcacnon de DNA por espermma previamente explicado. El DNA precipitado.con
etanol y acetato de SOdyIO se lavg CO_,” etanol 70%, se seca y finalmente se resuspende
en 25 pb dé TE. E_sté DNA,puéd'eigdgrdérse a —20°C hasta su digestion.

Una vez que se han obtemdo t"‘da 12
a 600, 000 celulastr ada ‘
transfteren Ias‘mue St

SSC 10x La m T

's muestras se digiere un tercio (8 pl., equlvalente
| 's ' corren en un gel de agarosa al 1% Se
e ny n por capilaridad por toda Ia noche en.
0°C al vacfo por 90 min y se bloquea con tampdn
« mperatura ambiente. Se lava y se trata con anticuerpo
de raton antl BrdU (1 2000) en TBS-T por 1-h. Se da un segundo lavado y se trata con
el antlcuerpo secundarlo conjugado a HRP (1:2000) en TBS-T. Se expone al reactivo
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ECL por 1-min con prewo Iavado de la membrana y se expone a una pellcula

radlograflca por 3 seg

wt300 Despues de 8a 28 dlas dependlendo de la Imea celular, se reallzan los anaI|S|s

que se describen a continuacion.

6.1. Ensayo de viabilidad celular con XTT

TESIS CON

Reactivos .

*DMEM sin rojo de fenol FALLA« DE OTHGEN
-FBS i
PBS

*Tripsina/EDTA (0.05%)
XTT (3'-[1-(fenilaminocarbonil)-3,4- tetrazollo] b/s-(4 metox| 6-nitro) benceno &acido sulfénico
hidrato de sodio) + 1% metosulfato de fenazina (PMS) (Sigma)

Material y equipo

-Camara de Neubauer (Hausser Scientific, Penhs’ylvania;”E. U;) '
*Espectrofotémetro '
*Incubadora a 372C, C0O,5%

*Microscopio

Método . ‘ ‘
Se reconstltuye la: sal d‘e XTI' + PMS en PBS a una concentracién de 1- -mg/mL.. Cuando

las celulas mfe"'tadas ‘muestran"‘f‘,atos de cttopatogenlmdad se aspira el medio de

cultivo: con“s 1Mo cuudado y: se mtercambna por una mezcla de DMEM sin rojo de fenol y

una canhdad ‘de XTI' equwa|ente al 20% del volumen de medio de cultivo. Se prepara
un grupo de pocnlos con células no infectadas (control) y un grupo “"blanco” sin células
y también se tratan con el misma mezcla. Se incuban por 3 h, al cabo de los cuales se
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vierten 200 pL del medlo/XTT de cada muestra a pocullos lndlviduales de un plato de 96
y se mide la absorbancia a una longltud de onda de 450 nm. ‘Las celulas no infectadas
se tratan con tnpsnna y se cuentan empleando una camara de Neubauer despues de la

exposicién al XTT. El numero de celulas VIables en los pocillos en estudio se calcula en
base a la absorbancia y numero del grupo control

6.2; Tmclon con c stal V|o|’eta

Ft’eact:vos
\Agua o
«Cristal vuoleta (1% en etanol 70%) (Fisher Smentlﬂc)
-Etanol el =
-Formaldehido neutral 10% i

Metodo e

Al fmaluzar Ia cuantlflcamon de la vnablhdad celular por XTT, se aspira cundadosamente
la totalldad del medlo/XTT de las células mfectadas y se fuan con formaldehfdo durante
10 mln a temperatura ambiente. Este se’ retlra por asplramon suave, se vnerte Ia
solucién de crlstal v10leta y-se mcuba por 20 mln Se retira la solucién y se. enjuaga con
agua 3.6.4 veces con el cuidado de no despegar las células. Se secan. sobre Ia mesa 7
de trabajo

6.3. Efecto del bloqueo del receptor primario (CAR)

Reactivos

*Proteina del glébulo de la fibra del adenovirs tipo 5 purificada (50 pg/mL) (obsequio de la Dra.
Joanne Douglas, Centro de Terapia Génica, Universidad de Alabama en’ Birvmingham.
Birmingham, E. U.) '

«Adenovirus: AdS5-wt300 y Ad5-wtRGD

«Células: A549

Método :
La fibra es la parte. de la cap5|de del adenovirus a. través ‘de la cual se adhiere al
receptor primario CAR" enla superﬂcte celular ‘La fibra en solucién puede unirse al CAR

TESI2 (R ]

[Epior o ey

y bloquear la interacciéon del adenovirus con la célula. ,
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cu‘ndo alcanzan 80% de

Se siembran células A549° en’ platos ‘de” 6 pocnlo
confluencia se tratan con una so|u0|on de |a fibra del adenovurus (15 pg/pocnllo en 250

pl). Se incuba a temperatura amblente por 0:min Posterlorrhente se Ies agrega la

suspension del virus correspondlente Ad5 wt300’

pv/célula en 300 uL y se incuba por. 30 min mas a’ temperatura amblente ‘Se lava 2
veces con PBS y se adicicna 1-mL de DMEM FBS 2% y se incuba a 37°C por 1-h.
Anadlr DMEM-FBS 5% y mantener en la incubadora a CO; 5% y 37°C. Las células se

tifien con cristal violeta para la evaluacién del efecto oncolitico.

6.4. Estudio del tamafio de las placas producidas por adenovirus replicativos con

y sin E3

Reactivos
~Agarosa de bajo punto de fusion al 1.33%
*DMEM 2x con 10% FBS

-Adenov.lr‘us

'24RG‘D y Ad5 A24RGD/GFP
A549

-Celulas e

Material'y equo o
-Computadora (Gatew 3

«Microscopio mvertldo e flu
Platos de cultivo de 6 pogill
-Sistema de captura'd
Métodos '
Se siemb'ran;Iés‘ sélu
pv/celula‘en C [
’ 2 "con una mezcla de agarosa y DMEM 2x en proporcion 1:1 y se
_ "ién‘de placas. Después de 12 dias se toman fotografias de 25 placas
en el mlcros pIO a un aumento de 100x. Se imprimen las imagenes y se calcula el

area C|topat|ca'émpleando la férmula: &t (eje mayor x eje menor)/4.

d(thGDfa una _dosis de 0.001

TE”T’ OO

S
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6. 5 AnallSIS de la dmamlca de producciény ||bera0|on de progenie adenoviral

F?eact/vos

*DMEM
“FBS

_*Adenovirus: - Ad5-A24GFP y Ad5-A24E3
Células:: -~ A549

Material y éqdipo ‘

-Congelador (- 80°C)

v -Mlcrocentrifuga

-Platos de 6 pocillos
*Tubos de microcentrifuga

Método ‘
Las células se slembran a una conﬂuenma de 85- 90% en platos de 6 pocillos y se

infectan con 0.1 pv/celula de Ios wrus Estas se m ntlenen en DMEM con 2.5% de FBS
hasta la recoleccwn por separado de Ios sobrena ante .y‘las células en los dias 3, 6 y’
9 después, de Ia mfeccnon y 'se mantlenen en congeladon (-802C) hasta el anaIIS|s Los ‘
e resuspenden en 1-mL de DMEM + 2.5% FBS sometldos a 3‘4
"laC|on/descongeIaClon y se titularon - empleando el metodo de O Carroll

botones celul AT
(descrlto prevnamente)

7. Mjbjdévlzo,‘,_tvifitiiﬂi,m'eﬂnsional'in vitro: esteroides
ReactiVbé

-Agarosa 3% en agua (esterilizada en autoclave) (Sigma)
-DMEM 1x

-DMEM 2x ‘

-FBS

-PBS

-Tnpsuna/EDTA
«Células: As549

Material y equipo
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sIncubadora a 37¢C y 5% CO» o )
“+Platos de cultivo: 60 mm'y de 48 pocillos =

Meétodo

Se prepara una mezcla con partes |guales de agarosa 3% + DMEM 2x/FBS 20% y se
polimerizan en los platos de cultlvo (4 mL para el plato de 60 mm y 300 p.L para Ios de

48 pocillos). Una vez s6lidos. se equmbran con DMEM 1x , por una. noche Se

prepara una suspensmn celu!ar de 5 x-10% células en 5 mL .y se:afaden. e f’el plato de

60 mm. Al-cabo de 4 dlas de mcubacuon,'los esferondes se orman de"manera
espomanea., Con una pipeta estéril se “pescan” esferoldes mdnwduales Yy s'e colocan en

pocillos separados en el plato de 48 pocillos.

7.2. Andlisis de la viabilidad de los esferoides

El siguiente es un método que emplea un par de reactivos fIUOr§$c
viabilidad de las células eucaridticas: la calceina y el kertidibok‘
permeable a la primera y una vez dentro, las esterasas on
forma que emite fluorescencia verde indicando que-la celu a
las dafiadas, se une a los acidos nucleicos y da una fluorescen i

Reactivos

*Calceina (Molecular Probes; Oregon, E. U.)
«Esferoides D R
*Etidio (homodiméroéfl), (Md‘liecular,‘*Prokb'es)v
-PBS e

Material y equipo -

«Computadora k

=Microscopio de fluorescencta

-Plato de cultivo de 96 pocnlos : : TE:I“ m\‘
-Programa de captura dei |magenes digitalizadas FALL ,,'" AR

Método .
Se elaboran: eéferdides de A549 empleando el método descrito, se "pescan” y se
colocan de manera individual en pocillos separados en platos de 96 y se mantienen en

50 uL. de PBS. Inmediatamente antes del ensayo, se prepara la solucién de etidio (4
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pM) y calcema (2 pM) en-D- PBS esterll y se adlcmnan 50 uL de la mezc|a a las
muestras. Se incuban 45 m:n a temperatura amblente y se observan en el microscopio
de fluorescencla Qon-un filtro de 485 nm ‘para la calceina y de 530 nm para el etidio.

7.3. Estudio de la diseminacion lateral de los adenovirus en esferoides

Reactivos
.DMEM
“FBS
-Adenovirus: AdGFP, AdS-wtGFP, Ad5-A24/GFP, Ad5-A24RGD/GFP
Esferoides de A549

Material y equipo

-Cémarajpa‘ra itﬁégenes digitalizadas

«Computadora '

*Incubadora a 37°C y §% CO, ‘ :

«Microscopio invertido de fluorescenc_ia,'(Olyr‘irjpgsEjX_?O) 4

Método _
Una vez elaborados los esf‘erro,iqe"

on los 3 virus replicativos y un control
(n=8 esferoides en pocillos individuales). La expresién del GFP indica
transduccion/infecciéon por los virus. Se estudia la dinamoca de expresion del GFP

diariamente tomando fotografias secuenciales en el microscopio de fluorescencia.

8. Ensayos de oncolisis in vivo
8.1. Xenotrasplante subcutaneo de células tumorales humanas en ratones

atimicos

Reactivos, farmacos y bioldgicos

‘DMEM

-DMEM + FBS 10%

-Ketamina/xil,avzi"né',(v10img‘/r'nL + 3 mg/mL) (Lloyd Laboratories, lowa, E.U.)
PRS ” ‘ .

*Tripsina/EDTA 0.05%

«Celulas: A549
TR (0% ]
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*Ratones; Atfmlcos NCr-nu/nu hembras de 6 a 8 semanas (Frederlck Cancer Research
_.Maryland, E.U.).. s e

Material y equipo

»Campana de flujo laminar

»Jeringas de 1-mL con agu;as:25G.5/8 (MedSaver, Becton chklnson)

-Jerlngas deinsulina’ de 0 5m “cona agujas de 28G1/277>(Becton chklnson) s

8.2. le'a‘t'a’:ryniéﬁytojbé"a"l :

Reactivos y fadrmacos

«Etanol

E.U)
-PBS | e
*Adenovirus: | AdL 24RGD y Ad5-wt300

»Campana de flujo lamlna__ [ F S ' q{ﬁ‘é} (—,5’ T—_’-—-‘
S T '
*Gasas RS B YA P TTURT
; I s }‘ALMH L) NI ARDERRY
-Gel para criopreservacion de tejidos TBS

«Jeringas de insulina de 0.5 mL con agujas de 28G1/2 (Becton Dickinson)
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-Material quirdrgico estéril; tijeras, plnzas plnzas KeIIy rectas

*Moldes de plastico para criopreservacion de’ tejldOS (Curtin Mateson SC|ent|f|c Inc. Texas E.-
u)

Meétodo ,
Los adenovirus se administran cuando Ios nodulos alcanzan . un volumen de 60-100
mm?, asigndndolos a los grupos de tratamlento al’ azar (lncluyend un grupo control

inyectado con el vehiculo). Las dosus empleadas fueron las s;gulen es 107 pvy 10° pv
resuspendendidas en PBS en un volumen de 30 uL se- lnyectan ‘ n una sola ocasioén

del raton en una

intratumoralmente empleando: jerlngas de msulma, prevna an stes

sola ocasion. Posterlormente el creC|m|ento se sngue mldlen 'tumores ‘2 veces por

semana por un periodo de 35 a: 40 dfas La: euta ) ‘ males se realiza

cuando el tumor rebasa eI tamano estlpulad a ‘_dell empleo de

anlmales de laboratorio (20% del peso a-ééﬁkia por CO,. Al

,rporal) emplean
finalizar el experimento, los tumores: se dlsecan y se congelan en OCT para su analisis
inmunohistoldgico (ver mas adelante). '

8.3. Tratamiento sistémico

Reactivos, fdrmacos y biologicos
=Etanol

*Ketamina/xilazina (10 mg/mL + 3 mg/mL)
-Material de criopreservacién TBS

PBS . ;

«Adenovirus: AdLUcRGD, Ad5-A24, Ad5'A24R,GDY Ad5-wt300
-Ratkdnes': : Atimicos nu/nu, hembras de 6-8'semanas de edad
Material.y equipo.

-Campana de f|UjO laminar
-Camara de.CO; para eutanasna

«Gasas

-Jerlngas de msullna de O 5 mL con agu;as de 28G1/2
«Lampara ' U

*Material quirirgico es't»é‘ri}ly:'jfﬁ 5"t.ijé,ra's, pinzas, pinzas Kelly rectas
~Moldes de plastico para criopreservacion de tejidos
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Meétodo : :
Se emplea el mlsmo modelo de xenotrasplante de. las celulas A549 Yy Ios adenowrus se
admlmstran por. una de las venas laterales de la cola cuando los- nodulos alcanzan un
volumen de 60 100 mm asugnandolos a Ios grupos*de tratamlyento al'{azar (mcluyendo

un grupo control lnyectado con el vehlculo) La d03|s empleada en el tratamlento

mtravenoso es de 5x1 05 pv en 100 uL de PBS en dos dlas consecutlvos (dosns total de

10° pv) y se admlnlstra con: una: Jennga de lnsullna bajo aneste5|a El' resto del
protocolo es el mlsmo que ol empleado para la administracion mtratumoral

8.4. Deteccion del adenovirus por inmunofluorescencia

Reactivos y tejidos

«2-metil-butano (Fisher Scientific)

-Albtmina (BSA) (Sigma)

«Crystal mount (Biomeda, California, E.U.)

«Esmalte para uias transparente '

*Formaldehido 3% en PBS :

*Hoechst 33342 (Hoechst-Aventis, Nueva Jersey, E. U.)

-PBS ‘

=Suero normal de burro (Sigma)

*Triton X-100 (Sigma)

*Anticuerpos:  » Anticuerpo policlonal -de’ cabra -anti-hexén  de adenovirus . (Chemicon
International, Inc.) y [ k
» Anticuerpo anti-cabra de burro conjugado a Alexa*" Fluor-488 (Molecular
Probes, Oregon, E. U.) - ,

-Tumores (A549) provenlentes de ratones atimlcos nu/nu lnyectados subcutaneamente

Material y equipo -

-Computadora

«Criotomo

*Cubetas de vidrio para tincién con cestillo y asa
»Cubreaobjetos (Fisher)

*Microscopio de fluorescencia (Olympus 1X70)
<Portaobjetos (Fisher)

«Programa de captura de imagenes digitalizadas
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Método ... e e

Los tumores se extirpan y se congelan inmedtatamente introduciéndolos en un molde
de plastlco de manera individual y cublertos con el material de criopreservacion TBS, El
molde se deposita en 2- metll butano enfrladov en mtrogeno liquido. Se realizan cortes

““de’5 a7 um de espesor en un: crlotomo / se“‘montan en-un portaobjetos. Para ello se-

introduce en un recupnente que contiene 2-metil- butano el cual se sumerge en mtrogeno

llqwdo Se reallzan cortes’"de 1m de: espesor en un crlotomo y se montan en un

suero normal de burro en PBS) por 30 min. Se enjuag, con:3 amblos de PBS entrela
incubacién con el antzcuerpo primario y el secundarlo F almente" se apllca Hoechst

33342 (1x) para tefir los niicleos por 10 min. Se Iayen 3 veces co ‘PBS y ‘después de’

absorber el exceso de liquido del portaobjetos, se aplicén"vf

2. gotas de crystal mount,

se cubren con un cubreobjetos y se sellan con esmalte transp: "e para unas Las

preparaciones se observan en un microscopio de fluorescencia: y se toman fotograflas
empleando un programa de imagen digitalizada.

8.5. Cuantificacién de virus en el tejido tumoral

Reactivos y farmacos

*Enzima Liberase Blendzyme 3 (Roche, Indiana, E. U.)
*Etanol

-Ketamina/xilazina (10 mg/mL + 3 mg/mL)

PBS R N

Adenovirus: AdGFP, Ad5-A24GFP, Ad5-A24GFP/RGD, Ad5-A24E3, Ad5-A24RGD -Células:
A549
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*Ratones: Artrfmicols Ncr-hu/nu, hembras de 6 - 8 semanas de edad

Material yeqt;/po
‘Bafo a 37°C
*Camara de COz para eutanasna

-Campana de flUJO laminar

-Congelador( 80°C) -

*Filtros para jeringa (0 2 um) (Pall Life Smences Michigan, E.U. )

«Jeringas de insulina de 0.5 mL con agu;as de 2861/2 (Becton chklnson)
«Jeringa de tuberculina (1-mL) (Beckton chklnson)

-Material quirtrgico estéril: tijeras, plnzas pinzas Kelly rectas
*Microcentrifuga ' » e

*Tubos de microcentrifuga

Método :
Al igual que el modelo de xenotrasplante prevuamente descrlto Ios adenowrus se

administran cuando Ios nodulos ;

azar en .6 grupos dektrat_a:r‘nl‘enyytyo.;P
A24E3 o Ad5-A24RGD. La dosis emplead
PBS. Alos dias 3,6y 9 despues de l 4 ,
grupo empleando CO; y los tumores se mlden dlsecan y conger‘_
andlisis. Para ello, los tejidos se descongelan pesan y cortan fi
estériles de manera individual para evitar la’ contammamon de un7

agrega una solucién de la proteinasa Liberasa Blendzyme 3 (O 1 mg/m y e‘ i cuba a

37°C con agitacion por 1-h. Posteriormente, las muestras se someten a 3 cnclos de
congelacién/descongelacién lo que, ademas de liberar los adenovirus inactiva la
proteinasa, y se centrifuga a 2,500 rpm‘ por 10 min a 4°C. El extracto obtenido se
esteriliza por filtracién y esta listo para ser titulado empleando el método de O'Carroll
(descrito anteriormente). El titulo se expresa en unidades de efecto citopatogénico por

gramo de tejido.

8.6. Incremento de la carga adenoviral administrada i.v. al tumor por bloqueo de

las células de Kupffer con cloruro de gadolinio
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Reactivos y farmacos .. ; .
«Cloruro de gadollmo (GdCIa) (2 mg/mL) (Slgma) 7
-Etanol

-Gel de crlopres v A

30, 6 h prewas a la myecmon del adenowrus o‘sterlormente se administro el Ad5-

A24RGD dividida en 2 dosis de 5 x 10° pv (total 9x1 09) de manera que los grupos son -
control-(PBS), GdCla, Ad5-A24RGD y GdCls + Ad5-A24RGD. La via de admlnpstrgcu_qn'
tanto del GdCls como de los virus fue intravenosa (vena dorsal de la cola). El resto del

protocolo es el previamente descrito.

8.7. Estudios de biodistribucion y farmacocinética del adenovirus

8.7.1. Localizacion del adenovirus en el tejido hepatico del ratén

Reactivos

«Carbocianina (Cy3) (Amersham)

=Carbonato de sodio

«Cloruro de gadolinio (GdCl3) (2 mg/mL)

*Gel de criopreservacion de tejidos TBS

Particulas de latex (2 micras de diametro) conjugadas con fluoresceina (Sigma)
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*Tampén de dialisis (ghcerol 10% Trls-HCI 50 mM pH 7 5 M9012 250 mM)
*Adenovirus: AdCMVLacZ S ;

«Ratones: BALB/c, hembras de 6 a 8 semanas de edad (Charles Rlver Massachussetts, E.
U) e . , = : ;
Material y eqU/po - :
--Agltador . ,:,‘;,,‘ . s ST S e e e s =

=Casstte de dlahSlS para MW de 6 000 a 8 000 (Plerce Chem Co IlIlnms E.-U.)
-Cnotomo (Scnscope-Lelca'I‘ '
-Jermgas de msuhna SN

*Moldes de plastlco para crlopreservacxon de ejldos

-Microscopio de invem';p fluorescencia ( ympus:1X70)

_*Portaobjetos y cubreo' jetos

Método > B .
El adenovurus se conjuga,de manera. covalente on‘ el fluoroforo ro;o Cy3 segun el

metodo de Leopold (Lebpold "998) Paraello's prepara una s_uspensmn vnra 'a una

realizan : los cortes hlst'lo

preparaciones se obse orescente.

En otro experimento se sigue la misma metodologla con previo bloqueo d I‘a"s"‘KC con
GdCls, Para ello se emplean 200 puL de GdCls por dosis y se admlnlstran por via i.v. 54,

30y 6 h antes de la inyeccidn del virus y del latex.

8.7.2. Eliminacidn del adenovirus de la sangre in vivo

Reactivos
DMEM + FBS 5% _
*Heparina (Sigma) T e




«Ketamina/xilazina (10 mg/mL +3 mg/mL)

PBS :

*Adenovirus: AdJGFP

«Células: -~ AS549

*Ratones: Balb/c hembras de 6-8 semanas de edad
Mater/a/ y eqUIpo e

-Agu;as 30G (Beckton chklnson)

-Instrumental qwrurglco
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5, 10, 20, 30y 60 mm) La tltulamon lel virus se reallza con diluciones senadés de Ias‘

muestras en platos de 96 pocillos con células A549. Se observan al mlcroscopno a las

24 h y se cuentas las células que expresan la GFP.

8.7.3. Deplecion de células de Kupffer por cloruro de gadolinio y efecto en la

eliminacion

Reactivos
«Cloruro de gadolinio (2 mg/mL)
-Ketamina/xilazina (10 mg/mL + 3 mg/mL)

-PBS
~Ratones: Balb/c, hembra de 6-8 semanas de edad
Material y equipo

TESTE (0
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=Jeringas de insulina
*Més los mismos reactivos y material empleado el experimento inmediato anterior.

Meétodo
Se bloquean las KC admmlstrando 200 uL de Ia solucnon de GdCla por viaiv.a54,30y

6 h antes de la inyeccién del v1rus~ Postenormente se reallza el mlsmo experlmento de

depuracién explicado en el |n0|so antenor

9. Analisis estadistico

Todos los célculos estadisticos (t"de‘ Student)‘fueron reallzados empleando el programa

de andlisis de datos y graflco “Orlgmif‘(O'ngmLab Massachusetts E U A )

) I)i

TRSTG P
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RESULTADOS

1. Caracterizacion de los adenovurus generados

El primer objetnvo que nos. planteamos fue aumentar Ia eflcaCIa'de un vnrus

X
adicién:de un trlpeptldo Arg GIy-Asp (RGD) en el globulo ,de ;Ia flbr

oncolmco ya descrlto Para ello modmcamos el Ad5 A24 Fuey 'et a/ ‘

ue conflere Ia

capacxdad de infectar por via de las integrinas (Dmltnev et al 1998) *;Los adenovurus

denvados del Ad5 A24 se construyeron como se indica en la seccion de “Materlal Yy

: Metodos" y se procedié a la determinacién de sus caracteristicas.

1.1. El nuevo virus Ad5-A24RGD contiene la delecién A24

La delecion A24 comprende desde la base nucleotldlca 923 a Ia 946 del Ad5 en
la region E1A. El producto de la PCR empleando los cebadores E1a 1 (posncnon 590-
609 en el Ad5) y E1a-2 (1637-1656) es de 1,066 bp. en:Ios adenovnrus con'fE1A snlvestre
y de 1,042 bp enlos que poseen la delecién de 24 b : ;

restrlccnon BstX| provoca Ia perd|da de uno. de

fragmentos r yores'de 725 y 322 bp en los vi ; re: jmento
de 1,023 bp en Ios mutantes A24 (Fig. 13B, nzqulerda y 14B) Ademas am b; _s‘ se conan
en un sitio-a 19'bp del extremo izquierdo convencional dando un fragmento pequeno

que no se observa en el gel.

1.2. El Ad5-A24RGD posee la secuencia Arg-Gly-Asp (RGD)

Del mismo modo, se corrobord la presencia de la secuencia que codifica el
nonapéptido que incluye RGD en la regién correspondiente a la fibra del adenovirus pér
PCR. Los cebadores empleados se localizan en las posiciones 32512-32531 (Fiber-up)
y 32766-32786 (Fiber-down) y los productos de la reaccién fueron analizados en un gel
de poliacrilamida: La introduccién de las 27 bp:que codifican CDCRGDCFC produce
una banda de mayor tamafo (274 bp) que Ias provementes de las fibras silvestres (247
bp) y mlgran Ilgeramente mas rapldo (Flg 1SB derecha y 14D).
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; \
. i
Ad5-A24RGD El Ad5-A24 w I\ 247bp
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1856 \
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)
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B astx1
.
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{0 — 274
e § — 247
»

Fig. 13. Esquema representativo de los productos de la amplificacion por PCR de la regién E1A y la fibra
de los adenovirus con y sin las modificaciones genéticas A24 y RGD (A). Fragmentos de DNA
correspondientes a la PCR en E1A y digestion con BsXl fueron analizadas en un gel de agarosa. El sitio
de corte se pierde con la delecién A24, mostrando una sola banda (B, izquierda). Los provenientes de la

fibra se corren en un gel de poliacrilamida y se demostré que la banda que pertenece a Ad5-A24RGD es
de mayor tamaiio y corre mas lentamente que Ad5-A24 (B, derecha).

1.3. Verificacion del estado de E3 en los distintos adenovirus oncoliticos con o
sin la modificaciéon de RGD

Ademas de aumentar la infecciéon con RGD buscamos estudiar el papel de la
ADP en la potencia oncolitica. Para ello generamos adenovirus con y sin E3 y RGD
(Fig. 14A). Los productos de la PCR empleando los cebadores AdE3-up y AJE3-down
tienen un tamano de 3,999 bp en los virus que contienen el gen E3 silvestre (Ad5-
wt300, AdA24E3" y Ad5-A24RGD) y de 3,111 bp en los virus en donde éste ha SIdO
reemplazado por el cassette que codifica la GFP-zeocina bajo el promotor de CMV El

sitio de corte de la enzima Pcil se localiza dentro de la secuencia que codifica la ADP y
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la ausencia de E3 (incluyendo; ADP) provoca la pérdida de éste, de modo que cuando
los DNAs ébrh:"éXb'uéjétéﬁél éfPEil,'f'-:ilés_’.:vif'(is"j‘E3"fpééitIVOé se"fi'agrﬁefhtyé'riyéﬁ’;2f'b5hd§s"

(2,548 bp y 1,452 bp) y no se observa ningun cambio en IOS'ES‘peV‘gatiVos (Fig.'14C),.

A.

Mapa de transcripcién del Ad5 (1 mu = 0.36 kb)

,Fig‘;‘.' 14, Esquema representativo de
los...adenovirus Ad5-A24 y Ad5-
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1.4. La secuenciaciéon corrobora la composicion genética de los mutantes

Con el fin de reafirmar los resultados previos en cuanto a las modificaciones
introducidas a los adenovirus, el DNA viral fue extraido a partir de células infectadas
con: Ad5-A24GFP, Ad5-A24E3, Ad5-A24RGD/GFP 'y Ad5-A24RGD empleando la
espermina para obtener Gnicamente el material genético encapsidado. Se verifico la
presencia o ausencia de la delecion de 24 bp en E1A, de E3 y de la secuencia RGD en
la fibra en los virus correspondientes empleando los cebadores E1a-1, E3-adp y Fiber-
up. Para esto se siguié el protocolo estipulado por el programa CEQ2000 (Beckman)
(véase seecidon de "Materiales y Métodos”) que consiste en una PCR inicial, seguida de
precipitacion del DNA, disolucion en formamida y secuenciacién. Los resultados
concordaron con los obtenidos por PCR y digestién enzimatica. En la Fig. 15 se
muestran fragmentos representativos de las secuencias E1A silvestre en comparacion
con A24 (izquierda) y de la fibra silvestre con la que incluye el RGD. Se omiti6é la

presentacion de las secuencias de E3 por su tamafio (Fig. 15).

AT GUA T COA GG On

[ B i "
‘l|,ﬂ~,1(“|"":“ 'A

! A B :‘f,», g :
U

AN
L, N
{ B : ALY
LT ¢ Wk A _G_F
CITACCTGCCACGAGGC TGGCTTT Silvestre
A24 TGTIGACTGCCGCGGAGACTGITICTGC RGD
T D C RGDCFC

Fig. 15. Secuenciacion de la region E1A (A) y de la fibra (B) del DNA extraido a partir de los adenovirus
mutantes. Se muestran las graficas y secuencias representativas de las variedades con y sin A24 y/o
RGD. El renglén superior corresponde a la secuencia silvestre y el inferior a la forma mutante tanto en la
grafica (arriba) como en la secuencia (abajo).
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2. La cuantificacion de CAR e integrinas aVB3 y oVp5 en diferentes lineas

celulares por citometria de flujo demuestra una expresion variable

La adhesidon y entrada natural del adenovirus, paso inicial de la infeccién,
depende de la presencia de CAR y las integrinas aVB3 y aVB5. Por otro lado, la

introduccién del motivo'RGD a la fibra é'sté“di a en base a su afinidad alta por las

mtegrlnas av, Es por ello que se. anallzo Ia resién de estas moléculas de superflcxe
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Fig. 16. Andlisis de la expresidn de las moléculas de superficie involucradas en la entrada y adhesién del
adenovirus por citometria de flujo. Se emplearon como anticuerpos primarios: RmcB para detectar CAR
(A), LM609 para avf33 (B} y P1F6 para avp5 (C) en diferentes lineas celulares. En todos los casos se usé
un anticuerpo secundario conjugado a FITC para la cuantificacion. La curva sombreada en gris
representa el control negativo y la linea punteada la expresion de cada molécula.
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Tabla No. 3 Niveles de CAR e integrunas av_

Lineacelular = CAR ~avB3  avp5

293 ek +
CASA9 k4l
Capan-1 4 - +-
-jl++ : - + -
: H§'766T S  + T e
e e
) HD 'i B ; }‘Li m’ N
SKOV-3 T+ a4k |
SKOV-3.ip1 + + +

3. L.a transduccidn y expresion de luciferasa se correlacionan con los niveles de
CAR e integrinas de las células: incremento de la eficiencia del adenovirus que
contiene la secuencia RGD

Antes de estudiar el aspecto oncolitico de un virus modificado con RGD, se
estudio la relacion entre los niveles de CAR e integrinas av en las células y la eficiencia
de transduccién del gen de luciferasa por vectores adenovirales no replicativos con y
sin el tripéptido. Las cuatro lineas elegidas se transdujeron con dosis crecientes de
AdCMV0Luc o AdLucRGD. La transduccién por el AdCMVLuc permite analizar la
relacién con el nivel de expresion del receptor primario. LLas células con CAR alto, A549
y LNCaP mostraron niveles de luciferasa 10 a 100 veces mayores en comparacion con
D65MG o RD (Fig. 17) que tienen CAR bajo, concluyendo que la expresion de CAR
esté relacionada proporcionalmente con la eficiencia de transduccién del virus con fibra
silvestre. Por otro lado, la de AdLucRGD refleja el papel de las integrinas como una via

alterna de la adhesidn viral. Cuando se compararon células con niveles similares de
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CAR, LNCaP y. A549 Ia expres:on de Iucnferasa mcremento en presencua de valoresr,

altos de mtegrma avBS,g;{_Esi’decnr 'bmlentras que en Ias LNCaP (casu en ausencna de

10 Veces a ‘dosis
élula) (Flg 17B)
6 una transduccmn 100

| virus no modificado tan. ol

u "_'Quna a dosis altas (50
en las A549 con avBS muy altas el mutante con RGD .my

veces mayor que el vurus con Ia flbra silvestre a cualqu: os;sf (Flg 17A). En el caso

de las lineas con CAR muy-bajo o casi nulo, RD'y DGSMG,,se observaron resultados
muy similares (Fig. 17 C y D). Es decir, las células RD, que tienen integrinas muy bajas,
presentaron una curva parecida a la de las LNCaP (Fig. 17D). Comparativamente, en
las D65MG la lectura incrementd 100 veces en la infeccion por AdLucRGD en relacion
con AdCMVLuc (Fig. 17C). Independientemente del nivel de CAR, la presencia de
integrinas av permite un incremento de la transduccién, de modo que las células que
mostraron el incremento mas alto de transducibilidad con el adenovirus RGD fueron
A549 y D65MG. Los datos en conjunto indican que CAR es el receptor primario aunque
no unico y la adsorcion del adenovirus a través de integrinas av constituye una via de

adhesion alterna y aditiva.

Fig. 17. Comparaciéon de la

: | expresion del gen de la
o) A - oy B R {//f luciferasa transducida por un
107 . s // adenovirus con fibra silvestre
: . ¥ o por el mutante con RGD.
" e Las 4 lineas celulares fueron
> P e elegidas de acuerdo a las
A549 LNCap diferentes combinaciones en
3 p 00 3 s o los niveles de CAR e
integrinas. Ante la presencia
del receptor primario, la
© transduccion por AdCMVLuc
5 w| C- . wyp, .t fue mas alta en A549 (A) y
° e o ' e LNCaP (B) que en D65MG (C)
i o /,r/" y RD (D). Por otro lado, ya que
© 104 fo t AdLuUcRGD tiene la capacidad
2 — o de entrar por la via adicional
§ 0 10 de las integrinas, la expresion
3 | DBSMG ol RD de luciferasa incrementa 100

1 10 100 1 10 100 veces en A549 y D65MG.

~#- AdCMVLuc

Dosis de virus (pv/célula) AdLucRGD
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4, La delecidn A24 provoca la pérdida de la capacidad de la proteina viral E1A

‘para unir pRB: inmunoprecipitacién y deteccién por quimioluminiscencia

Con el fin de comprobar que la delecidn A24 introducida en E1A de nuestro

adenovirus replicativo elimina la unién a pRb se realizd un analisis por

'|nmunopreC|p|taCIon y qwmiolumlmscenma Para ‘ello, se infectaron celulas con”los -

diferentes mutantes, la protefna se precnplto con antlcuerpo ant!-EiA y se anallzaron
con anticuerpos anti-E1A-y-anti-| izel 1. :pRB:
precipita con la-prote‘lna_f

todas las células infectadas

A, B

Fig. 18. Inmunoprecipitacion
x o del complejo E1A-pRB en
" . g . . g células infectadas con
g g 3 E 2 ¥ E g adenovufus. La precipitacion
22 38 g3 2% se realiza con anticuerpo
i anti-E1A y se analizan con
pRb —o - ——105kD el mismo anti-E1A (A) o con
anti-pRB (B). La proteina
viral se detectd en todas las

+— 55kD - am oo i

N -o~y

Anticuerpo
anti-E1A

5 8 7 8

Anticuerpo
anti-pRB

muestras infectadas (lineas
2 a 4), pero la interaccion
pRB ocurrid solamente en
las células expuestas al
adenovirus silvestre (linea
6). En los mutantes A24, la
deleciéon impide dicha unidn
(Iineas 7 y 8).
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5. Estudios del efecto de la insercion genética del tripéptido RGD

5.1. La insercion de RGD incrementa la propagacion de Ad5-A24 in vitro

Una vez caracterizados nuestros virus y lineas celulares procedimos a evaluar snk

las modificaciones generadas conllevaban alguna ventaja terapeutlca anero

AdS-a24 Ad5-A24RGD Fig. 19. Estudio in vitro de la replicacion

2 4 6 8 2 4 6 8 das del DNA de los adenovirus mutantes. Las

. células infectadas se incubaron en medio

con BrdU el cual se incorpord al DNA viral

11 = — A durante su replicacion. El material genético

50 = - g' encapsidado fue purificado, digerido con
30 —

’ Hind/ll y analizado por South-western blot
oo empleando un anticuerpo anti-BrdU. Se
observdé que ambos virus replican, pero
que el mutante con RGD en la fibra
10 — muestra una clara ventaja replicativa de
manera temporal y cuantitativa.

[P
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5.2. La presencia de RGD‘aumenta la' canfidad de '\)ir‘us' pro'duc'idarin vitro

Es sabldo que en una preparacmn vural no ‘odas las partlculas ‘encapsidadas
son lnfeccmsas De hecho es comun calcular Ia tasa “pv unldad formadora de placas

(pfu) de cada Iote y se consldera aceptabl' SI esta dentro de un ‘rango de 20-100

) (Mltterede ’et a/ v1 996)5 Dado que no es posﬂale conocer Ia vurulenma o capacidad de

el: xpe”mento nterlor, los mutantes A24 se compararon

en termlnos de

u_ citopatogenicidad - e‘mpleando_f If ensayo de placa. El lisado

provenlente
infecciosa, mxentras que ambos repllcatnvos Ad5 A24 y Ad5 A24RGD

las células’ |nfebtadas con eI' agente no':repllcatlvo AdLucRGD no genero
'progem,

produleron vnrus"blologlcamente actlvo y el t|tulo de la muestra provemente del mutante
RGD (3 75x109 pfu/mL) fue 43 veces mas alto que del no modificado (8.75x107 pfu/mL).
Lo anterlor refuerza la nocién de que la incorporacién de la secuencia RGD incrementa
la produccién de particulas adenovirales infecciosas.

5.3. La insercion de RGD aumenta la oncolisis provocada por Ad5-A24 in vitro

Una vez demostrada la superioridad del mutante RGD en cuanto a la
transduccion y eficiencia de propagacion, asi como la capacidad de replicacién de. los

virus A24, procedimos a estudiar la induccién de oncolisis. El. mecamsmo antltumoral

de estos agentes es la ruptura de la célula huesped cuando prollfera"‘ f;llbera la

progenie. Se ha mencionado y. demostrado anterlormente que a neopla5|as suelen
presentar niveles muy vanados de CAR. En el caso de celulas con:niveles’ de CAR casi

nulos como las RD (Tabla 3), los datos obtenidos por Ia transducmon cbn el gen de la

luciferasa indicaron que auiin niveles bajos de mtegnnas pueden'me]orar la mfeccnon por
el adenovirus con la secuencia RGD en la fibra cuando se administra a dosis bajas
(Fig. 17D) y la dosis minima empleada en dicho experimento fue de 6.25 pv/célula. En
el experimento de oncolisis se usaron d05|s,mucho menores (0.001 a 0.1 pv/célula) de
modo que fuera posible observar el ihcféfﬁéﬁto provocado en la lisis celular por el -virus
con la fibra mutante. Se infectd Ié; ,‘I{f'h,ea‘ RD con Ad5-wt300 y Ad5-wtRGD vy los
resultados demostraron que el Ad-thGD tiene un efecto oncolitico 100 veces mayor
que el Ad5-wt300 en el contexto de Células con muy bajo CAR (Fig. 20). Este ultimo, a

pesar de ser el virus silvestre, al no encontrar su receptor en la superficie celular y
ey

(. mTp 'u
{ TR oI

‘- T i
1 x, oL '
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carecer del'motiVO,RGD fue incapaz de infectar,y;destruyir las células completamente
aln ala dosis més alta de 0.1 pv/célula después ,dre,10,dia‘s.

Fig. 20. Estudio de la capacidad oncolitica del
adenovirus E1A silvestre con y sin RGD en la fibra. En
este experimento se empled una linea con CAR muy
bajo (RD) para demostrar la superioridad del Ad5-
wtRGD en comparacion con el virus silvestre. El Ad-
wt300 no fue capaz de lisar las células aun a la dosis
mas alta de 0.1 pv/célula debido a que carece de una
via eficiente de entrada a la célula, mientras que a
pesar de la expresion baja de integrinas en la linea
RD, fue suficiente para incrementar 100 veces el
efecto litico del virus con RGD.

0.001

Dosis de Ad (pvicéluta)

0.1

A continuacion se estudié el papel de RGD en la potencia oncolitica empleando
las dos versiones del adenovirus A24 en células con CAR moderado a alto y diferente
nivel de integrinas (A549 vs LNCaP) (Tabla 3). Nuevamente se emplearon dosis bajas
de 0.001 a 0.01 pv/célula y las células que permanecen adheridas al plato de cultivo se
tireron con cristal vioieta que es un método que muestra de forma visual ia viabilidad
remanente. Ademas, se aplicod un ensayo colorimétrico basado en la reduccién de la sal
sodica de XTT por las deshidrogenasas de las mitocondrias de células vivas para una
valoracion cuantitativa. Se comprobé que la capacidad oncolitica del Ad5-A24RGD es 7
veces mayor que la del Ad5-A24 (después de 8 dias de incubacion) si las integrinas av
estan presentes en altas cantidades como ocurre con las A549. Gracias al uso de dosis
bajas de virus, en la linea LNCaP el virus RGD logré una ventaja de 3.5 veces
comparada con la de la fibra silvestre (10 dias de incubacidn) a pesar de la baja
expresion de integrinas (Fig. 21). En base a este experimento y el previo podemos
decir que la incorporacion de RGD en la fibra incrementa la eficiencia oncolitica como

consecuencia de la mayor infectividad y reproduccion del virus.
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AS549 AB49

Dosis da virus {pvicéiula)
0.001 0.01

[

AdLUCRGD

[

AdLUcRGD

Células viables
{104 células/pocilio}

Ad5-A24

o

o

Ad5-AZ4RGD

Ad5.224

LNCaP LNCaP

Dosis de virus (pv/célula}
0001 o,

AdLucRGD
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AdB-A24

o
° o

Ad§-A24RGD

Fig. 21. Estudio de la capacidad oncolitica de los adenovirus mutantes A24 con y sin RGD. Se eligieron
lineas con niveles de CAR similares y se infectaron con dosis bajas (0.001 y 0.01 pv/célula) de Ad5-A24
y Ad5-A24RGD. La viabilidad de las células se estudi6é por el ensayo de XTT (B) o tincién con cristal
violeta (A) 8 (A549) y 10 (LNCaP) dias después de la infeccion. Los virus replicativos mostraron un
efecto citolitico mientras que el adenovirus no replicativo no presentd ninguna patogenicidad. A pesar de
que los efectos de AdLUCRGD y Ad5-A24 aparentan ser similares en las células A549, a mayor aumento
se observan las &reas citopaticas en las células tratadas con el replicativo.

5.4. El bloqueo del receptor primario CAR no inhibe la oncolisis mediada por Ad5-

A24RGD

Con el fin de descartar la existencia de otras interacciones entre el virus RGD y
la célula huéspued como via aiterna de adhesion, se infectaron células A549 (CAR alto
e integrinas muy altas) tratadas con y sin proteina del glébulo de la fibra en forma
soluble (bloqueador del receptor primario) con Ad5-wt300 con y sin RGD. Cuando el
CAR fue accesible, la potencia oncolitica de ambos virus mostré ser muy similar a 9
dias de la infeccién (Fig. 22, recuadros superiores). Sin embargo, cuando esta inhibido,
solamente el virus con RGD fue capaz de destruir las células después de la incubacion

por 17 dias. Lo que indica que éste pudo adherirse y entrar por una via independiente
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al receptor prlmarlo F|g 22 recuadros mferlores) De manera paralela se |ntenté la:
inhibicién. de mtegrmas con péptldos sintéticos que contienen la secuencua RGD
(GRGDSP vs GRGESP) y con anticuerpos anti- |ntegr|na para “corroborar la
par,tncupacuan d‘eu 9stas moléculas en el incremento de infectividad del virus RGD. En

cada intento, las células perdieron su adhesion al plato de cultivo dificultando la
valoracj@n‘,,y;sinﬂ, obtenerse resultados interpretables. Por otro lado, tampoco se
encontraron células sin integrinas ya que siempre presentan alglin subtipo que se une
aRGD.

Q
$ (&)
S
5 &
& F
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<

Fig. 22. Efecto del bloqueo de CAR en la
capacidad oncolitica de adenovirus con y sin
RGD. Se realizaron estudios de interferencia
de la interaccion del virus con el receptor
primario en la linea A549. Cuando la unién
de la fibra del virus por la via natural fue
posible, no hay ninguna diferencia en el
efecto citolitico entre ambos. Sin embargo,
cuando ésta se bloquea empleando fibra
viral soluble, solamente el Ad-wtRGD fue
capaz de infectar las células y replicar
gracias a la presencia de la via alterna de las
integrinas.

Blogueo con proteina det globulo de {a fibra

6. Efecto de la presencia de la region E3 del adenovirus
6.1. E3 favorece la dispersion viral: comparacion del tamafo de las placas

producidas por adenovirus replicativos E3 contra E3*

La regidon E3 es eliminada frecuentemente de los vectores adenovirales con el
fin de crear espacio para la introduccion de genes, sin embargo esta descrito que la
ausencia de la ADP codificada en dicho gen genera placas citopaticas mas pequefias
debido a su papel en la lisis celular durante la etapa tardia del ciclo vital es suprimida.
En el caso de los virus replicativos antitumorales, la presencia de esta proteina es
crucial pero hasta este punto no se habia considerado en el contexto de los virus
mutantes A24. Con la finalidad de estudiar las caracteristicas de ia citopatogenicidad en
relacion al gen E3, se eligieron los virus mutantes Ad5- z}2jRGD (E3 ) y Ad5-
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A24RGD/GFP (E3) que excepto la presencna 0-'ausencia del gen en cuestlon tlenen la
misma configuracion, Se’ lnfectaron ‘células’ A549 se cubneron con agarosa 'y se mldlo'”’
el tamano de 25 placas cxtopaucas por grupo aI cabo de 12 dlas de: |ncubaC|on En la
us ‘Ads A24RGD y Ad5-
A24RGD/GFP (Fig 23A) Aunque hay 0|erta varlabllldad el calculo del area de efecto
citopatico promedio |nd|co que el vtrus E3*. genera calvas 3 veces mas grandes
{(p<0.0001) (Fig. 23B).

figura se muestran ejemplos de placas producudas por el Vl

Ad5-A24RGD/GFP Ad5-A24RGD
(EY) (E3*)

Ad5-A24RGDGFP

Ads-a24R0D

o 0 o o o oo

Area de las placas (mm?)

Fig. 23. Placas citopaticas generadas por variantes de Ad5-A24RGD con y sin el gen E3. Fotografias
representativas del area afectada por cada adenovirus a 12 dias de la infeccién (100x) muestran
claramente la potencia citolitica del mutante E3* (A). Asi mismo el promedio + desviacién estandar
calculado a partir del area de 25 placas por grupo indicé que éste es 3 veces mayor en dicho virus
{p<0.0001) (B).

6.2. La eficiencia de propagacion del adenovirus replicativo incrementa por la
presencia de E3: estudio de la dinamica de produccion y liberacion de
progenie

Dado que la fuerza citopatica es mayor en los mutantes con E3, se espera que
la cantidad de virus liberada al medio también lo sea. Estos, a su vez, infectaran y
lisaran otras células amplificando el efecto antitumoral. Con el fin de estudiar la
liberaciéon de la progenle se; compararon Ios tltulos virales de Ad5-A24 (E3’) o AdS-
A24E3 (E3Y) correspondlen‘

s do‘s_co,mpartlmlentos, células y sobrenadante, en

una curva temporal. En el caso' del virus E8', la cantidad de virus en la fraccion celular
incrementd 5 veces del dia 3 al 6; sin embargo, no escaparon al medio hasta el dia 9.

En este caso, la tasa entre los titulos de medio:células fue de 4.9:1 (Fig. 24A). En
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contraste, en el grupo tratado con el E3+ la llberamon de progeme se observo desde el

dia 3 (2x10° unidades de CPE 'total), mostrando un curva ascendente hasta que""

alcanzé 1x10° unidades de CPE al dla 9 El tftulo en las celulas no aumentaporque Ios

virus produmdos escapan rapxdamente al medlo y' la tasa entre Ios tltulos medlo célula

i e’
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Fig. 24. Estudio dinamico de la produccién y liberacion de progenie adenoviral en relacién con la
presencia o ausencia de E3 en las mutantes A24. La cantidad de virus contenida en la fraccién celular se
comparé con la del medio en un curso temporal. El virus E3* mostro liberacién temprana (dia 3) y una
tasa célula:medio de 37.7:1 al final del experimento (B); mientras que el E3’ fue detectado de manera
tardia (dfa 9) con una tasa de 4.9:1. Es decir que la eficiencia de liberacion de E3* fue 7.7 veces mayor y
ya que la progenie liberada puede infectar a su vez el resto de las células, su propagacién también fue
mas eficiente.

7. La combinacion de los efectos de RGD y E3 en el aumento de la oncolisis in
vitro

E! resultado previo nos condujo a la evaluacién de los virus A24 con y sin RGD,

E3* y E3. Al inicio de la seccién de “Resultados” se presentd la validacion de las 4

formas mutantes (Fig. 14A y B). La capacidad oncolitica se analizd esta vez en A549,

Hs 766T y SKOV-3 todas con alteracion del eje pRB/p16. La cuantificacion de la

viabilidad por XTT y la tincion con cristal violeta se realizaron a 9, 10 y 17 dias después

de la infeccidon correspondientemente de acuerdo a las caracteristicas de cada linea. La
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grafica se expresa como el‘porcentaje de células destruldas por poc:llo consuderando

como 100% aI numero"de célulasipresentes en grupos no expuestos a Ios vurus Los

rﬁuténtes E3 fueron

as 'otentes en Ias tres Iineas pero con una arlablllda en Ia' B

ventajg n

que dentro de los vnrus E3 eI poseedor de RGD en Ia flbra es stempre més litico (A549
p<0 01 Hs 766T p<0 02 SKOV—3 p<0.02) (Fig. 25) Es de0|r la combinacion de ambos
elementos es necesaria para obtener un virus con la maxima potencia antitumoral.
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Fig. 25. Estudio comparativo de la capacidad oncolitica de los adenovirus A24 con y sin RGD, E3"y E3",
La grafica (A) se elaboré en base al ensayo de XTT tomando como 100% viables a las células del grupo
control (no infectadas) y se expresa el inverso de las cifras obtenidas. Las mismas se tifieron
posteriormente con cristal violeta (B). Los virus E3” fueron mas potentes que sus contrapartes y dentro
de ellos el mutante RGD demostré la méxima eficiencia oncolitica en todas las lineas celulares.




87

8. Propagacion del adenovirus de replicacion condicionada en un modelo
tridimensional in vitro: esferoides

Los esferoides son agregados multicelulares que representan de manera mas
fehaciente la distribucion heterogénea de nutrientes y oxigeno en los tumores reales
asu como su complejldad estructural en comparacuon con los cultivos en monocapa.

Estudlos de ransducmon,en este modelo son muy utlles en el campo de la terapla

mlsmo f|n se elaboraron esferoides de la linea A549 y se infectaron con los mutantes
A”2P4.,1Ve|nt|tres dias después de la siembra de células estuvieron listos, primero para el
an’éylkiéis de la viabilidad del esferoide, empleando un par de reactivos fluorescentes de
los qUevel verde (calceina) indica células vivas y el rojo (etidio) proviene de las muertas.
Sé observé que todas las células son viables en los pequenos, mientras que los de
mayor tamano tienen una zona central de células no viables (Fig. 26).

Calceina Etidio

Fig. 26. Viabilidad de esferoides elaborados a partir de la linea A549. Las estructuras tridimensionales se
formaron después de 20 dias de incubacion desde de la siembra de células sobre agarosa. Al dia 23, se
aplicé un par de reactivos fluorescentes que indican las viabilidad celular de manera simultanea: en
verde (calceina) las vivas y en rojo (etidio) las muertas. Se observa que hay un grupo de células daiadas
al centro del esferoide de mayor tamafio. Magnificacion = 50x.
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Para proseguur con el experlmento se ellgleron esferoides de tamano mediano y
similar entre los grupos de' ratamuento (AdGFP “Ad5-A24/GFP 'y Ad5- A24RGD/GFP) ‘

Once dias deSpues de Ia exposumon a los virus se observé que, mientras que el AdGFP

(no: repllcatlvo j,transduce dnicamente la capa externa del corpusculo ambos
replicanvos mfectan capas mas internas (Fig. 27) lo que comprobé que la rephcacnon
confiere “una capaCIdad de penetracién en una estructura tridimensional a estos

adenovirus.

AdGFP Ad5-A24GFP Ad5-A24RGD/GFP

Fig. 27. Transduccion de esferoides con adenovirus replicativos. Esferoides de A549 fueron tratados con
viruses que expresan GFP. Once dias después se observo que en el caso del no replicativo AAGFP,
solamente se transduce la capa externa mientras que en ambos replicativos A24 el efecto se expande
hacia el interior de la estructura tridimensional. Magnificacién = 100x.

9. Analisis del efecto de los adenovirus condicionalmente replicativos in vivo
9.1. La insercion de RGD aumenta la capacidad oncolitica del adenovirus

administrado localmente

Una vez demostrado el efecto de RGD y E3 en la oncolisis in vitro pasamos a
evaluar su capacidad de potenciar la lisis tumoral in vivo . El xenotrasplante subcutaneo
de lineas celulares tumorales humanas en ratones atimicos es un modelo ampliamente
caracterizado para el estudio de tratamientos anti-neoplasicos. Se eligieron las células
A549 para demostrar la hipotesis central del trabajo ya que se sabe que tienen un 90-
93% de éxito cuando son xenotransplantadas a ratones atimicos (Topley et al.,, 1993) y

es una de las lineas en donde se ha estudiado la capamdad oncolitica de Ios diferentes

o e et = bt e o BAY

e
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virus mutantes /n wtro Dado que el concepto del virus repllcatlvo como terapla se basa
precnsamente en Ia capacudad de llevar a cabo varios cuclos de-reproducclon que,

mostro un efecto oncolltlco S|m|Iar entre los virus Ad5- A24 y,el Ad5 A24RGD Ambos
detuvneron el cremmnento tumoral a lo largo de 32 dias de modo snm||ar a Ad5-wt300 y
en claro contraste con los grupos tratados con PBS o el virus no replicativo (Ad5-A24,
p<O‘.057:‘7Ad5-'A’24RGD. p<0.01 comparado con el grupo tratado con PBS) (Fig. 28A).
Inqlqsd ehtmalguno's casos destruyeron los nédulos por completo como se presenta en la
figura 288 La masa tratada con Ad5-A24RGD casi ha desaparecido dejando una
costra.(Fi‘g‘. 28B.c.), en comparacion, otro inyectado con PBS continué creciendo (Fig.
28B.b.).
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Fig. 28. Efecto oncolitico de los adenovirus A24 administrados por via intratumoral a dosis alta (10° pv)
en un modelo de xenotrasplante subcutaneo de células tumorales en ratones atimicos. Los nédulos
fueron medidos 2 veces por semana (n = 5) (B.a.) y el tamafo se expresa como volumen relativo (V/VO,
siendo V el volumen medido en cada punto y VO el inicial). Se observa que tanto Ad5-A24 como la
version RGD tienen un efecto similar (Ad5-A24 p<0.05 y Ad5-A24RGD p<0.01 en relacion al grupo
tratado con PBS) (A). Fotografias de ratones atimicos con nédulos tratados con PBS (B.b.) o Ad5-
A24RGD (B.c) muestran el efecto del virus replicativo. Este presentd un claro efecto antitumoral, dejando
una costra que despareci6 al final del experimento.

Cuando la dosis se disminuy6 a 107 pv, la diferencia entre los virus con y-sin--

RGD se hizo notar. La eficiencia oncolitica de Ad5-A24RGD fue mayor que el Ad5-A24
(p<0.05), éste ultimo no fue suficiente para ejercer un efecto antitumoral y la curva de
crecimiento del turhor tuvo el mismo patréon que la del tratamiento con‘ el virus no
rep»licat'ivo“(Fig. 29A). Con el fin de confirmar la presencia de los virus en el tejido
tur’norlbaylr, se realizé un ensayo de inmunodeteccidon empleando un anticuerpo primario
ahtiéhexén y uno secundario conjugado a un fluorocromo verde. La presencia de virus
se detecté en los tumores tratados con las formas replicativas, siendo la cantidad del
virus RGD mayor que la del que carece de RGD (Fig. 29B.b. y c.). No se observé
ninguna fluorescencia en los tratados con AdLucRGD (Fig. 29B.a.), lo que indica que el
virus detectado equivale a la progenie generada a partir del inoculo inicial. Lo anterior
nos permite concluir que: (1) la replicacién de los virus provoca la desintegracién del
tumor, ya que el tamafio varfa de manera inversa al incremento en la cantidad de virus
detectada y (2) la modificacién de la fibra con la secuencia RGD confiere mayor
infectividad, produccién y oncolisis al adenovirus empleado in vivo.

11- ® PBS
10 ®  Ad5-ucRGD . ,
s Ad5-A24 R .

& 9] v Ads-a24RGD b Fig. 29A. Efecto oncolitico de los adenovirus
S & ¢ Adsw | b A24 administrados por via intratumoral a
8 4 A S T B dosis baja (10’ pv) en el modelo tumoral en
2 i pLonw ratones atimicos. Cada linea representa el
‘@ N - . . .
§ it e promedio de 4 tumores =+ desviacion
3 5 b . b estandar y se presenta como el volumen
® 4 N B : relativo al inicial. Se observa que a esta
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AdLucRGD Ad5-A24 Ad5-A24RGD

Fig. 29B. Cuando se analizaron los tumores empleando un anticuerpo caprino anti-hexén como primario
y un secundario (burro) anti-cabra conjugado a un fluorocromo verde (Alexa 488) se detectd progenie
viral de ambos virus A24 en el tejido neoplasico (B.b y c). Los nucleos de las células se observan en azul
(Hoechst 33342). La sefal fue mas intensa en las muestras provenientes del tratamiento con Ad5-
A24RGD (c), mientras que las inyectadas con PBS o AdLucRGD no presentaron fluorescencia indicativa
de virus (a).

9.2, Efecto del gen E3 en la oncolisis in vivo

Al igual que en los experimentos in vitro, se analizé el efecto de la presencia o
ausencia de E3 en la capacidad oncolitica de los virus A24 en el mismo modelo de
xenotrasplante en ratones atimicos. Los nédulos se inyectaron por via intratumoral con
107 pv de los 4 virus A24 (con y sin RGD y E3*) asi como uno incapaz de replicacion y
el vehiculo. Como se observa en la figura 30, el crecimiento del tumor fue inhibido de
manera parcial por Ad5-A24E3 (volumen relativo del tumor = 3.22+0.77) o total por
Ad5-A24RGD (1.87+0.53) 35 dias después de la administracion de los virus E3",
mientras que los tratados con los E3", no replicativo o PBS siguieron incrementado de
tamano. Las diferencias fueron estadisticamente significativas si se comparan los
tratamientos efectivos con el grupo control (Ad5-A24E3 p<0.05; Ad5-A24RGD p<0.01)
(Fig. 30A). El analisis de los ndédulos al final del experimento mostré que 40% de los
nédulos remanentes en los grupos tratados por los virus E3* estaban compuestos de
tejido necrético. El estudio de los tejidos por inmunofluorescencia no encontré virus en
el grupo control (Fig. 30B), mientras que en los tratados por los E3" se detectd
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claramente su presenma formando focos muy. locallzados (Flg -30C); por otro lado 30%,

de Ios E3 ‘tamblén mostraron .virus pero eI patron fue _mas dIfUSO (Flg 30D) En
conclusnén,'_‘el efecto oncolitico del wrus que posee “ambos elementos, E3 y RGD, es

superior al de los virus sin E3 o sin RGD.

A.

Fig. 30. Comparacion del efecto oncolitico de
—m— PBS los adenovirus A24 con y sin RGD y E3"* 0 E3
14 AdGFP (no-replicativa) : admmlstrados por via intratumoral a dosis baja
101 o | Co (10’ pv) en el modelo de xenotrasplante
AdS-a24E3 subcutaneo en ratones atimicos. La potencia
" AdS-A24RGD antitumoral de los virus que contienen E3 es

74 . superior a la de los que lo carecen, pero no hay
yd
"o
A\
4

124

o©
1
Ade)

E3+

) diferencia estadistica entre los dos virus E3" (n
= 5) (A). El analsis de inmunofluorescencia
detectd progenie en los inyectados con Ad5-
A24E3 y Ad5-A24RGD (C) con un patrédn muy
delimitado, mientras que algunos E3" también
« 1 mostraron virus pero en forma difusa (D). El
grupo control no mostrd ninguna senal (B). Los
T T nicleos se observan en azul (Hoechst 33342) y

0 5 10 15 20 25 30 35

Tiempo los adenovirus en verde (Alexa 488).
{dias después de la inyeccién del Ad)

Volumen relativo del tumor (V/V0)

B. C. D.

Control E3+

9.3. Cuantificacion del adenovirus en el tejido tumoral

Con los objetivos de comprobar que existe una reproduccién del adenovirus
dentro del tejido tumoral y de correlacionarla con el efecto oncolitico, se realizd la
cuantificacién en un curso temporal en el modelo de xenotrasplante en raton. Los
lisados tumorales se elaboraron por digestion enzimatica de los nédulos inyectados con
los diferentes mutantes. Previamente se analizd el efecto de la proteinasa en la

integridad funcional del adenovirus empleando el AAGFP no replicativo que se expuso
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ala en2|ma a Ia concentracxon y durante el tlempo utlllzados para el experlmento de

tltulamon o a medlo de- culnvo SImpIe Posterlormente se transdujeron células A549 con e

ambas’ preparacnones y Ia expresmn de la GFP no presentd diferencias. Asi mismo, se
estudié el efecto de Ia flltraClon de los virus a través de membranas de 0.2 um y no se

observé nlnguna diferencia (Fig. 31).

Fig. 31. Efecto de la filtracion en la
actividad bioldgica del adenovirus. Se
elaboraron suspensiones de
AdGFP/RGD en 3 concentraciones:
baja (0.1 pv célula), media (10
pvicélula) y alta (1000 pv/célula); se
60 dividieron en 2 porciones y una se
filtré a través de una membrana de
unién de proteinas baja con poros de
40 0.2'um. Se transdujeron células A549
con estos preparados se analizaron
por citometria de flujo. En la grafica
20 se muestra el porcentaje de células
positivas (GFP) de una cuenta total
de 10,000 eventos. Se observa que la

100 4

80 +

Células transducidas por GFP (%)

0 - filtracion (barras blancas) no afecta al
0.1 10 1000 0.1 10 1000 vp/célula virus ya que presenta niveles de
AdGFP AdGFP/RGD transduccion similares al no filtrado

(barras negras).

La-titulacién -de: los: -extractos. tumo ales resulté-en la- ausencia de progeme

adenoviral en Ios provenlentes de los bgrupo yectados con PBS 0o con AdGFP Todos :

despues de la inyeccion lndlcaque entre Ad5 A24GFP y Ad5, 4 e:p=0.!
y entre Ad5- A24GFP/RGD y Ad5 A24RGD de .p<0. 04. EI adenowrus con- E3 y- RGD

obtuvo las cifras mas altas en: todos los puntos aunque si comparamos los titulos en los

dias 3, 6y 9 la tendencia es a disminuir, lo que podria ser causado por la falta de
células viables como se describe mas adelante. Si se observa la grafica del promedio

del tamano de los tumores en el momento de la diseccién (Fig. 32B) se nota que hay
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una relacion inversa con el titulo de la progenie viral, es decir, los tumores con titulos

altos tienen menor tamafio y viceversa.

’n Ad5A24/GFP . - I Ea-
R Ad5A24RGD/GFP
1 Ad5A24E3+
= Ad5A24RGD | E3+
A. B.
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Tiemp’o después de Tiempo después de
la inyeccién del adenovirus la inyeccién del adenovirus

Fig. 32. Estudio temporal de la propagacién del adenovirus en los tumores inyectados localmente. Se
tituld la cantidad de virus presente en los tumores a 3, 6 y 9 dias después de la inyeccion. Para ello se
prepard un extracto tisular por digestion enzimatica, se filtrd y cuantificé empleando el método
espectrofotométrico. Las unidades empleadas son CPE por gramo de tejido y cada columna representa
el promedio de 3 tumores + desviacién estandar (A). El tamafo correpondiente a los nddulos fue medido
en el momento de la diseccidén y se expresa como volumen relativo al inicial (B). Existe una relacién
inversa entre la cantidad de virus presente y el tamafo del tumor.

9.4. El tratamiento sistémico no muestra eficiencia oncolitica

Debido a que en la mayoria de los tumores no hay un acceso directo, al igual
que en las metastasis, la via de administracion del tratamiento viral ideal es la
intravenosa. Una vez verificada la eficacia del adenovirus modificado con la secuencia
RGD in vivo por administracion intratumoral, estudiamos la eficacia de los virus
inyectados por via sanguinea. Para ello, se emplea el mismo modelo de xenotrasplante
y se inyectan 10° pv divididas en dos dosis en dias consecutivos por una de las venas

rﬂ
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‘laterales de la cola. Este tratamiento no mostr6 efectividad oncolitica ni se obtuvo una

diferencia estadisticamente significativa entre los. grupos Ad5-A24 y Ad5-A24RGD
después de 28 dias, momento en el que se p'ra'c‘ti'cé la eutanasia de los animales
debido al tamafio de los tumores en el grupo control (Fig. 33). Evidentemente, los
adenovirus no eran capaces de alcanzar el tumor por esta via, lo que condujo al
estudio de la dinamica de estos agentes administrados en la via sistemica.

149 __m-PBS

13+ -@ - Ad5-lucRGD .

12-] A Ad5-A24 {
g 11 ¥ AdS5-A24RGD : Fig. 33. Efecto oncolitico de los
%. 10 & Ad5-wt § adenovirus A24 administrados por
8 b via sistémica en un modelo de
E gj X o xenotrasplante tumoral subcutaneo
3 ° L l, en ratones atimicos. La dosis
- ; a empleada fue de 5x10° pv dividida
3 ¢« T en dos dias consecutivos (10° pv en
'é’ 8] . o 4 total) e inyectada en la vena dorsal
s 54 e : de la cola. El tamafio se midi6 de
E 4 3 . manera semanal y se expresa en la
G T ; SR , grafica como volumen relativo (n =
> % e Y 5). El efecto es similar entre Ad5-

H e ‘ A24RGD vy el silvestre, ninguno fue

wL/ capaz de detener el crecimiento de

los tumores.
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9.5. El adenovirus se co-localiza con las células de Kupffer en el higado

La persistencia del adenovirus en el torrente sanguineo tiene implicaciones en
su uso como agente oncolitico, de manera que cualquier intervencién que disminuya su
eliminacion podria favorecer su direccion hacia los tumores cuando es administrado de
manera sistémica. Esta descrito previamente que 90% del genoma del adenovirus se
localiza en el higado a las 24 horas de su administracion sistémica y que, de los
componentes de este drgano, las KC son las encargadas de depurar diferentes
macromolécutas incluyendo virus (Kirn et al, 1982; Lieber et al., 1997; Wolff et al,
1997; Worgall et al., 1997). Con el fin de demostrar que el adenovirus administrado por
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via intravenosa es iriteré’ép’tadé por las KC, se realizaron estudios de co-localizacion en

ratones.. Se sabe que Ias pamculas de Iatex son fagocntadas po ’Ias KC y- en este

experlmento se observan en ' olor verde (Flg 34A) mlentras qu el v vurus se. conjugof

con. un‘fluorofo‘ro, ro;o (Flg 34B) y Ios nucleos celulares se tifen de azulgEn Ia flgura se

muestra Ia ,ocallzacuon de Ias partlculas virales que coun0| con. laside Iatex ‘dando

una quorescencua amarllla con}un patron irregular (Flg 34C) Esto indica que gran parte

de Ios adenovurus esta conflnado en las KC dentro del higado. En apoyo a este

resultado en el siguient xpenmento se administré el adenovirus previo bloqueo de

las KC con cloruro‘ e-rgadollnlo y se observé que el fluoréforo rojo se distribuye de
manera homogenea en todo el tejido hepatico lo que demostré que es posible alterar la
distribucion del virus interfiriendo con la accion de las KC (Fig. 34D).

A

Fig. 34. Estudio de la distribucién intrahepatica del adenovirus administrado por via intravenosa. El virus
fue conjugado con Cy3 (fluorocromo rojo) y las particulas de latex con fluoresceina (verde) y se
inyectaron por la vena dorsal de la cola: (A) latex, (B) virus y (C) ambos, en donde se indica su co-
localizacion dentro de los circulos blancos. Cuando se bloqued el efecto de las KC con GdClj, el virus se
mostrd una distribucion mas uniforme. CV = vena centrolobulillar. Magnificaciéon = 100x.
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9.6. El adeﬁnovi,ru‘s es elin"_\ﬂivnad,o répidamente del t@rrentg sqnguineq en ratones

Tabla No. 4 ‘ R
Efecto de la sangre en la capacidad de transduccién

" RLU/25,000 células

PBS - 40,516 % 10,725
,»;S_angvr“e g 67,452 = 18,101

heparinizada

Comprobado esto, se midid Ia ellmmaclon del adenowrus deI torrente curculatorlo

s6lo se detecto O 01% del tltulo aI pnmer mmut
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Fig. 35. Depuracién del adenovirus inyectado por via sistémica y efecto del bloqueo de KC. Se inyecté
AdGFP por la vena cava inferior en presencia o ausencia de GdCl; y se tomaron muestras de sangre a
intervalos de 10 min a partir de los vasos de la cola. Se tituld el virus presente en el plasma
transduciendo células A549 condiluciones seriadas. Fotografias bajo microscopia fluorescente de la
dilucién 1:1000 de los sueros provenientes de cada intervalo (A). Grafica del titulo de los virus (unidades
de transduccién/pL sangre) sin (-m-) 0 con bloqueo de KC (-e-) (B).
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9.7. Efectofdél CIdruro de gadolinio en la eliminacion del adenovirus

Con el objetlvo de investigar si la persnstenma del adenovirus en la sangre se
prolonga al bloquear las KC, se realizé el experimento descrito pero con previa
administracién de GdCls, inhibidor mespeclflco de canales idnicos mecanosensitivos de

::cantndad"de virus circulante fue solamente de 2,5
~veces del minuto 1 al 5 de 2 veces entre 5 y-10. mln ;2 8-veces entre 10 y 20 min; y.
' ig. 35). Asf, ol titulo
erv\mmuto pero Sl .se comparak on el experlmento en ratones con

los macrofagos La dlsmlnucwn en |

casi 2 veces’ entre 20
10% del tftulo del prl
KC funmonales

culado para los 60 min es-del

denovurus remanente en‘el torrente sangumeo es 100 veces mas

alto. Esto demostro que es posuble incrementar la permstencxa del virus curculante por
lo que se procedi6 a repetir el experimento de oncolisis empleando estas condiciones.

9.8. E| tratamiento con cloruro de gadolinio no incrementa la carga adenoviral
que llega al tumor cuando es administrado por via sistémica

En base a los estudios anteriores, se establece la hipdtesis de que la
persistencia prolongada del adenovirus en la sangre lograda mediante el bloqueo de
las KC por el GdCls puede incrementar la cantidad del agente oncolitico que llega al
tumor. Se empled el mismo modelo de xenotrasplante subcutaneo de de: celulas A549
en ratones -atimicos, salvo que. sta vez se; ‘administré GdCla antes del tratamlento
intravenoso con los adenovnrus Inesweradamente el.;creC|m|ento de'los: tumores en los

ratones inyectados con GdCla fue mucho mayo"(Flg 36) (volumen relativo del grupo

control = 7.05x1.2; GdCIa = 9.25+2. 57) y Ias postbles causas de este fenomeno se

discuten mas adelante. Por otro'lado, ‘como. se observé en el estudio del tratamiento
sistémico realizado previamente, el Ad5-A24RGD administrado por via sistémica no fue.
efectivo para detener el crecimiento nedp!é‘sico (4.8+1.68) y la combinacion con el
GdCls el efecto-fue deletéreo (6.86+2.76) .

ls‘
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Fig. 36. Efecto del cloruro de

gadolinio en la carga adenoviral que
llega al tumor en un modelo de
xenotrsplante subcutaneo en ratones
atimicos. El bloqueo de las KC se
realizé con 3 inyecciones de GdCl; a
54, 30 y 6 h previas a la
administracion de  Ad5-A24RGD
cuya dosis fue de 5x10° pv en dos
dias consecutivos (10° pv en total) e
inyectada en la vena dorsal de la
cola. El tamafo se midié de manera
semanal durante un mes y cada 5
dias posteriormente. En la grafica se
expresa como volumen relativo al
inicial (n = 5). E! tratamiento con
GdCl; tuvo efecto
contraproducente.

un
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DISCUSION _

Slendo el "cancer una enfermedad mortal en la cual los_ tratamientos

para compensar la transduccton/ ”feccmnv u optima. Tres -aspectos crumales en |a~ ~

v:roterapla sonla especmmdad de Ia rephcacuon viral, la capacndad de lnfeccmn de la
célula huésped y la potenma oncolitica.

1. La selectividad del virus de replicacién condicionada

Existen dos estrategias para obtener la especificidad replicativa. El control de
genes virales con promotores activos en tumores y la delecion de proteinas que tienen
funciones indispensables para su replicacion en células normales pero no necesarias
en las tumorales (Curiel, 2000; Alemany, 2001). El virus Ad5-A24 fue elaborado por el

Dr. Juan Fueyo y cols. en base al segundo concepto. Como se ha explicado 'enﬁlav
“Introduccion”, la delecion de 24 bp'en la regién constante 2 del gen E1A es crucual, :

para la unlon de la pRB.. Ellos de
las celulas normales -en este caso
la que pHB fue esta

L citolisis ocurrieron en las células de glioma con
Fueyo et al., 2000). La selectividad del adenovirus Ad5-

A24 estaba demostrada lrsin embargo la baja capacidad de infeccion de las células

mlentras que el CIC[O V|ta de

alteraciones de la V|a pRB/p

tumorales segufa siendo una de las limitantes en el uso del virus con fines terapéuticos.

ostraron que este virus es incapaz de rephcarse en:
roblastos, y una linea de osteosarcoma (pRB; Yen
ransfeccion con otro adenovirus que lleva el gen RB;
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El bajo nlvel del receptor prlmano CAR en la célula diana es claramente un---
problema central »en Ia lnfectlwdadidel adenovnrus (Huang et al., 1995 Zabner et a/
1997; Hemml et a/i;:199 : Mllle : 1998‘ Kaner et al., 1999; Kasono et a/,, 1999 LI\
1999 Nélbantoglu et a/ '

et al,

provementes de dlferentes organos y como se observa en la tabla 3 corroboramos la

existencia de esta variabilidad.
2. Cémo incrementar la infectividad

Ante este hecho, se han ideado diversas estrateglas para alterar el troplsmo del
adenovirus e incrementar la ef10|en0|a de |nfec0|on de Ias celulas neoplasnoas Estos

longitud de este asa es dxferente en Ios serotlpos lnd|cand 0 lai,,'eXiste,'rf‘ic‘ia-’de cierta

tolerancia a la variacion (Krasnykh et a/ 1998)
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La siguiente cuestion foe la eleccion de la secuencia. Las caracteristicas que se
buscaron fueron que no ‘causara” alteraciones  estructurales, no requiriera de
procesamiento postraduccional y que pudiera adquirir la configuracién correcta en el
contexto de la fibra para interactuar con el receptdf (Kra'sn'ykh'fet al., 1998), Polipéptidos
cargados positivamente como polilisina o poharglnlna se han empleado con este fln

1995; Wickham et al., 1997) Sin e

(Fromm et al,

de pv de Ad5- wt y eI corres
A549 con CAR bloqueado
con niveles casi riurlésyf"dé j,prlmarlo. Se observé que cuando el receptor
primario es bloqueadd*s’dla orm
efecto citopatico (Flg 23) ; én las RD se requiere una dosis 100 veces mayor
del virus silvestre para obtener el ‘mismo efecto que el Ad5-wtRGD (Fig. 21). Estos

datos indican que existe una via alterna de entrada, mas no demuestran qué tipo de
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moléculas que podrl’an estar‘participando por lo que se intentdé demostrar de forma

directa el papel de las integrinas medlante su’ inhibicién por anticuerpos o”péptidos”

solubles artnﬂcnales, pero ambos tratamlentos provocaron el despegamxento y muerte
de Ias celulas y no pudo ser comprobado Sm embargo, esta establemdo que RGD es
una secuencna consenso que se une a una gran varledad de lntegrlnas (oc5[31 o8p1,
och1 avBS ochS avBG av[SB aIIbBS oc2[31 cx3[31 oc4B1 a7_ Y (Ruoslahtl 1996) y

asumimos que ésas son las involucradas en el proceso (Nemerow y Stewart 1999)

3. La combinacién de las dos estrategias

Con estos antecedentes, decidimos combmar Ias dos ‘,:caracterlstlcas
selectividad (A24) e infectividad aumentada (RGD) en’ un solo vxru st_quar su

de la corroboramon estructural se reallzo un estudlo funmonal en relacno

mencionar que las: formas de E1A con’ variacién de la movmdad en ‘el'gel se ha
observado prevuamente (Egan et al., 1988 Barbeau etal., 1992). ’

aneramente se" reallzo el analisis temporal de la capacudad de repllcamon de

la propagacuon a través de la mcorporacmn deI nucleotldo‘durante’la sf esns,de DNA ‘
viral. A los dias 2, 4, 6 y 8 después de la infeccioén se’ recolecto solament :
genético encapsidado (incorporado en la progenle viral) y las muestras fueron‘
analizadas por la técnica de Southwestern-blot empleando un anticuerpo anti-BrdU. La
propagacion del Ad5-A24RGD fué mas eficiente que la del Ad5-A24 (Fig. 21).
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~ En béser al ekberimento previo, decidimos titular la cantidad de progenie viral de
ambos virus’ in V/tro Para ‘ello se infectaron células A549 con un virus no-replicativo-- -
(AdLucRGD) Ad5 A24 6 Ad5- -A24RGD y se midié la cantidad de virus generado a |os 8

dfas despues de Ia mfecmon No se obtuvo progenie viral a partnr de Ias celulask

lnfectadas por el ,vector control mientras que Ad5-A24RGD tuvo un rend“‘ i

veces el del vuru 5

A24 'Todos estos resultados conducen a Irarc

modmcamon gen'etlca ‘ 'la flbra con el motivo RGD lncrementa la nfeccnon y la

reprodu_ccmn dve‘ !

Posterlormente fue estudnada Ia traduccmn de este fenémeno a la destrucmon
de celulas'tumorales Las monocapas celulares fueron infectadas con los diferentes

virus muta tes y la capacndad litica se ;

; ,,,o empleando una técnica colorimétrica
basada en Ia bloreducc:|on del reactlvo XTT por las deshidrogenasas presentes en las

células vivas. La conclusion obtenlda a pamr:de los resultados fue que la incorporacion
de RGD en la fibra mcrementa»l‘a CaPQCIG’?d litica del adenovirus. El efecto varia en
cada célula dependiendo de. la combihacﬁc';n -de integrinas y CAR expresadés Eh‘ Iaé
LNCaP, que tienen bajos nieles dé avp3 (Zheng et al., 1999) (tabla 3) Ia ventaja’

contrnbuye aI mcremento deI efecto

Un aspecto de mteres es que. la densndad de Ias celulas en el cultivo parece
estar relacionado con la unidn. del adenowrus a algunas mo|ecu|as de superflme como
los glucosaminoglucanos derivados del heparan sulfato en donde a menor confluencia,
la interaccién virus-célula aumenta'(Dechecchi et al,, 2001). Ademas esta descrito que
la expresion de CAR varia segun la densidad del cultivo (Carson et al, 1999) y
observaciones realizadas en nuestro laboratorio indican que podria existir tal efecto (Dr.
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Toshiro Seki, comunicacién personal), De modo que es un factor que se debe
considerar durante los experimentos. En el presente trabajo las infecciones"s’e'“
realizaron a una confluencia comun de 85-90% de las dlferentes celulas y se conSIdera
que no han afectado los resultados. ‘ :

4. Cémo incrementar la potencia limitada

En la terapia génica convencional, en donde el ObjetIVO es transducw celulas con

genes heterdlogos, los sitios elegidos mas frecuentemente para la lnsermon de

transgenes son E1 y:E3: (Grunhaus y HorWIt 7 992) Hace algunos afios se. deSCI‘IbIO

que una prqteinya-v cod|f|cada en ,el, ,,ge E3; postengrmente bautizada como protefna

la lisis de la célula huésped y el

19 6a) Era evndente ‘que esta influiria de
onco‘ ca«de'los agentes empleados en Ia v1roterap|a

mportancua en cuanto a que algunas estrategias actuales de
N cen genes “suicidas” (Freytag et al., 1998; Wildner et al, '1999)
sustltuyend a ES para incrementar la capacidad litica de los adenovirus. Al inicio del

presente proyecto este elemento no habia sido tomado en cuenta y con el fin de
analizar el papel que desempeia este gen en nuestros virus, se elaboraron mutantes
de Ad5-A24 y Ad5-A24RGD con y sin E3. Como representantes de los virus E3” se
utilizaron virus con el gen de GFP introducido en el sitio E3, previa demostracién de
que la bresencia del transgén no afecta la biologia de los virus E3".

Ya que la cuantificacién de la carga viral que se libera al sobrenadante se ha
conside‘%ado recientemente, como- una forma mas fiel para valorar la potencia
oncolmca de un adenovirus (Alemany et al., 2000), se compard a carga generada por
Ad5- A24/GFP con la producida por Ad5-A24E3 y resultd que la presencia de E3
conduce al escape temprano (dia 3 después de la infeccién) de la progenie y al
incremento exponencial de virus en el medio (Fig. 26). Esta demostrado que los
adenovirus mutantes que carecen de ADP generan el mismo nlimero de piacas pero
que el tamafio es mas pequefio debido a la incapacidad de ruptura celular (Tollefson &t

al.,, 1996), es decir, el efecto de E3 recae estrictamente sobre el proceso de
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ruptura/salida de la progenie y no en la replicacion por si misma y el incremento de

~ virus E3* se debe a que se liberan antes, infectan a su vez a células circundantes y

contlnuan con cnclos' |t|cos subsecuentes Se realizaron los estudlos in V/tro en

dlferentes Ilneas celulares y se demostro la superlorldad de los adenowrus que
Vcontlenen E3 (an 25) Y a pesar de que Ia presenma de este gen tiene un peso

predomlnante en Ia potenma oncolmca eI wrus ES*/RGD" ‘Wmostro una Ilgera ventaja
sobre el E3*/RGD" (p <0.01 en A549 p <0. 02 en Hs 766T y SKOV -3) (Fig. 25)

5. Los esferoides

En busca de un modelo in wtro que representase el crecnmlento trldnmenSlonal y

conforman esfero es

caracterfstlca que se acerc "mas a Ia s:tuamon de tumores x

(Waleh ot al., 1994 Hauptmann et a/ 1995). Otros aspectos como‘a he erogeneldad
de las células que los. componen del su estado de oxigenacién, delpH, de la difusién
de nutrientes, entre otros, hace de los esferoides un buen modelo para el estudio de la
expansion de los virus replicativos Ad5-424/GFP y Ad5-A24GFP/RGD en comparacion
con el AdGFP (no fréplicativo) de manera dinamica. Esto fue posible gracias a la
fluorescencia qué permite seguir el avance de la infeccidon/transduccion dentro de
esferondes partlculares sin la necesidad de procedimientos histoptolégicos de fijacion y
o se ‘observa en la figura 28, 11 dias después de la infeccién, AAdGFP sélo
capa més externa mientras que los virus A24 se expanden hacia el interior
y la: "per'i'f ria se vuelve mas difusa debido a la destruccién de las células que la
co’rﬁpone‘n (aunque ésta no es muy marcada debido a que estos virus carecen de E3 y
fueron elegidos tnicamente para la visualizacion del fenémeno in situ), pero los
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agentes empleados en Ia clmlca deberan ser E3" para asegurar la maxima eficacia de

penetraciony OI’ICOIISIS

Este modelo SIgue S|endo deflcuente en cuanto aque el tamano de Ios esferondesv

es de 250 um de dlametro en promedlo Los nédulos xenotransplantados n;ratones

estructuras de sOporiAe?.iéLl'f,

mantienen el crecimie"nto,,

estudio. El cultivo organotlplco es |dea| para el estudlo de tumores epltellales (Balague
et al., 2001; Boxman et al., 2001; Hansson et al., 2001).

6. El modelo animal

Dentro de la oncologia, los modelos murinos se emplean para estudiar los
mecanismos y caracteristicas del desarrollo tumoral, la metastasis, la inmunobiologfa
del cancer, entre otros aspectos. Sin embargo, uno de los objetivos mas importantes es
la pred|CC|on de la respuesta terapéutica en los pacientes. El xenotrasplante de lineas
tumorales humanas a ratones inmunodeprimidos se ha empleado con este objetivo
desde hace mas de 30 afos (Rygaard y Povisen, 1969).
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En el presente’ trabaJo se ehgleron ratones Ncr-nu/nu que tienen: una: displasia -
timica y por conslgulente una ‘carencia congénita de linfocitos T competentes
(Pantelouris, 1968) Las funclones afectadas incluyen la relacionada con los TL CD4+,
como la sintesis de antlcuerpos y la hipersensibilidad retardada; las dependientes de
'CDB8+, como la ellmlnamon decelulasmfectadas por virus o las malignas; o de ambos,
como el rechazo de Ihjélftosi pero no son totalmente inmunodeficientes ya que tienen
linfocitos B, ademas de ckélulas‘ NK y macréfagos abundantes con reactividad elevada:

Ya que las”células trasplantadas a ratones at|m|cos mantlenen sus’

caractenstlcas genotlplcas y fenotlplcas se conSldera:uno de lo odelos mas

cercanos a Ia S|tua0|on real (Fidler, 1986). Slnf(fmbarg n todas las células umorales
ogh;-1984)..De’ |as hneas

celulares que permitieron demostrar la supe'rlondad-oncolftlc del Ad5-A24RGE

son capaces de generar nodulos en este anlmal (Shafkey

se eligio la linea tumoral A549 por su alta capacndad Tde lmplantamon subcutanea (90_
93%) (Topley et al., 1993). s e v ;

Con el fin de demostrar in Vvivo la superioridad oncolftica de los adenovirus
condicionalmente replicativos con mfectlv a aumentada se elaboraron los ndédulos

cancerosos como se describe en Ia se

M tenal y Métodos” y se trataron con la

inyeccion intratumoral de 10° pv" gplgqcacnon. La grafica de crecimiento

tumoral indica que, a esta d plicativos son igualmente efectivos en

detener la proliferacion: tur 32 dias de la inyeccién, e incluso en
: 5;"A'24 p<0.05; Ad5-A24RGD, p<0.01
.:Cuando se baJo Ia d03|s a 107 pv,
(Ad5 A24RGD vs PBS p<0 01 Ads-

.Es _,ecur que mcluso un

algunos casos, destrul

comparado con el gru
se evidencié la supe

A24RGD vs Ad5-A24
(Ad5-A24) es 'c'a}ba

cantidades altas. Otro

vestlgadoyres emplean esquemas de admnmstracnon multiple
(Shinoura et al., 1999 Helse ‘et al.,, 2000; Rogulski et al, 2000). Sm embargo el
adenovirus admlnlstrado en cantidades altas es hepatotdxico, por I‘o que se busca

emplear las cantidades mas bajas posibles sin perder la eficacia. Los resultados
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sefalan que esto es posible con el virus RGD ya que el indculo inicial, aunque
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pequefio, produciria de'mane'ra'Ioca|:uh*incremento exponencial de la progenie'y'de'
células tumorales muertas que puede incluso extenderse al tumor completo. Ademas,
la comparacion del efecto oncolmco en reIacuon con el gen E3 mostrd que los mutantes
que lo poseen son mas: efectlvos que. los que lo carecen (Fig. 30). Para demostrar la

presenma de progenle en el tejldo tumora , muestras hlstologlcas tomadas al final de""
los expenmentos se. anahzaron con un- antlcuerpo especnflco contra el hexon como

primario~y otro secundarlo conjugado con’ un fluorocromo verde, Las" muestras; :

pertenementes a los grupos tratados con los adenovurus condncuonalmente repllcatlvos
fueron posmvos a la deteccnon |nmunolog|ca La |ntenS|dad de la senal fue varlable en

general mayor para los vnrus E3" ' La ausencna de v1rus en los tumores tratados: '_on el

Ad5IucRGD (no: repllcatlvo) 1unto .con el tlempo transcur d ~de la ny “cuon‘ nos"

tamafno, ya que en este expenmento se. eligieron especmcamente puntos en Ia fase
temprana de la curva de crecimiento de. los tumores (Fig. 31B) para evitar nodulos con
material necrético en donde el virus no repiica. El tamafio presenté una relacién inVersa
con el titulo; es decir, a menor t|’tU|o mayor masa y viceversa. Se piensa que; el Hecho
de que la cantidad de virus no lncremento en los tumores tratados con los v1rus E3"
puede deberse a que las celulas van murlendo sucesivamente, se pierde el sustrato en

donde replicar y se llega‘a-un estado de equnhbno dinamico" entre las proliferacién del

virus y de la viabilidad de Ias células’ cancerosas. Mientras que en las E3’, la velocidad
de reproduccion celular es mayor que la del virus y hay un acceso continuo al huésped.
Este fenédmeno se ha observado también in vitro por otros investigadores (Dr.

Nettelbeck, comunicacién personal).
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7. Tratamiento sistémico l‘ALL. R

La via de administracién de los adenovirus replicativos se escoge dependiendo
de la localizacion de la- neoplésia‘ La administracién intratumoral es posible en casos
como el cancer de préstata (DeWeese et a/ 2001) de cabeza y cuello (Nemunams et

posnblltdades de'"' :
efectnwdad oncol

del adenovirus administrado por via sistémica son varias: la
receptor CAR entre los drganos, las barreras ’fl‘siéa’ ul a. Cua
inyecta un adenovirus por la vena dorsal de la cola trado de las células diana

(tumorales) bajas en CAR por otros tejldos “n )- on alto CAR como el hlgado

(Kass-Eisler et al., 1994; Fechner et al 1999) La odlflcaCIon de Ia fibra con el motnvo
RGD provoca una redistribucion. hacua el bazo pulmon y rifidn (Reynolds et al, 1999),
pero no se ha observado la dlrecmon haC|a los tumores. Recientemente se ha‘ =

demostrado que para reducw el hepatotroplsmo natural del adenovirus es necesarlo

abolir la union a CAR y: a Ias mtegrlnas ov (Einfeld et al., 2001) y en comblnacmn con la -

modificacion de: Ia fxbr § con ‘ligandos especificos, la infeccion se podrla ver -

completamente redmglda ‘Se han disefiado diferentes estrategias para modlflcar ely
tropismo como la conjugamon de moléculas proteicas a la fibra como el folato o el
factor de cremmemto de fibroblastos (Douglas et al., 1996; Goldman et al., 1997) ono
proteicas como polilisina (Wickham et al.,, 1996) y la unién de anticuerpos biespecificos
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(dimero de anticuerpos formado por uno que se una a la fibra y otro al receptof)

(Wickham~et al.,” 1996). Sm embargo ‘las’interacciones entre la fibra'y los llgandos no

son-covalentes en estas tecnlcas lo que hace que el comple]o sea mestable y menos - -

aplicable desde el punto de vnsta clfnlco

de: cre0|m|ento de endotello ascula : (Monsk al. 1999) sustanmas asoactlvas,
cutoqumas radiacién o calor tamblen podrian ser empleadas con este fm (Alemany et
al., 2000).

8. Como incrementar la carga viral al tumor: relacion con la respuesta inmune

inespecifica

Sin duda, la respuesta inmune del huésped es el mayor obstaculo a superar en
la viroterapia del cancer. Como ya se ha mencionado, mas del 90% del adenovirus es

capturado por el higado en su primer paso cuando es administrado por via sistémica y

una vez dentro de este érgano, se dirige a diferentes células como las hepéticas,

En este trabajo; adenovirus y particulas de latex se conjugaron con fluorocromos
diferentes, se lnyeétaronipor?la vena dorsal de la cola y se demostré su co-localizacion
en las KC dando una apariencia irregular dentro del higado (Fig. 33). Aunque estan
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mas concentradas -en - eI area perlponal estas células se distribuyen en todo el
parenqwma y “las” |magenes obtenldas concuerdan con esta descripcién” histoldgica®
(Gumumo et a/ 1994) [P‘or otro Iado hay estudlos que demuestran que la deplemon de

celular, fun0|on y de expresién genética (Gumucno vet al;, 1994}, 1o"cual podria expllcar

este patron si se asume que células con mveles mas altos-deICAR se. ,dlstrlbuyen en la
misma zona pero esto no ha sido estudlado = R e

Una vez demostrado que son atrapados por Ias KC, Ia sngulente pregunta fue si
el bloqueo de éstas tendria un efectoen la permanencia del- adenovnrus en: la
circulacién. Para responderla, se inyectaron 10'° unidades de transducmon de AdGFP
en la vena cava inferior y se colecté sangre a partir de la cola a dlferentes mtervalos en“
el transcurso una hora. La depuracion del virus en el ratén normal es sumamentey'
rapida y solamente el 10% de la dosis administrada esta presente en el pnmer mlnuto
El descenso sigue hasta que a los 30 minutos el virus desaparece por completo (F|g =
34). El tratamiento con GdCIa lncremento el tiempo de circulacion y tomé 10 mmutos

para que dlsmlnuyera a 10% y aun despues de una hora fue posuble detectar wrus en el,,;, -

Desgracnadamente se observo un crecimiento en todos los nédulos. EI grupo ratado, ,

con el Ad5-A24RGD fue el que mostré crecimiento mas lento y la combinacién con

GdCl;, a diferencia de lo esperado, actué en contra del efecto oncolitico del virus
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provocando un crecimiento similar al del grupo control. Una posible explicacién es que
el GdCl3 ademés de ser empleado ¢o'rho'bloqueador de KC, se aplica para la disminuir
el rechazo del tejido xenogéhic;o y prolongar su permanencia en modelos murinos
(Lazaf et al., 1997). Pudiera ser qUe‘eI efecto “protector” del GdCrla en este experimento
inclinase la balanza hacia el desarrollo del turrior y la dosis de adenovirus administrada
no fue suﬂctente para contrarrestarlo (Flg 36) Otra alternatnva es que Ios macrofagos
secreten sustancias inmunomoduladoras (supresivas- en. este - caso, 1:-COMO
prostaglandlna o interferén) y ante la ausencia de éstas, Ia respuesta mmune'aumenta
de modo que ‘la’ cantidad de virus administrada puede ser anulad

, modelos

anlrnales empleados hasta ahora utilizan roedores mmunodeflcuentes que toleran tanto

el xenotrasplante de células. tumorales humanas como la pres ;ncna del virt
‘ dlflculta la evaluacuon de la interaccién del sistema mmune, el tumor | adenovirus
repllcatnvo ; ' e L

En resumen 88 ha conseguido mejorar un adenovnrus de rephcacnon selectlva
(Ad5-a24) aumentando su capacndad on olmca y demostrando la funcuonalldad de sus

componentes. A ralz de este trabaj an iniciado nuevos estudios de eflcacua y

combinaciones terapeutlcas qu do fruto de diversas publlcacwnes y t'rabajos

postdoctorales (Cripe et al., 2'OO‘ uerschmitz et al., 2002). Es de: destacar que el
virus oncolitico aqui generado esta eh' vias de aprobacion por la Admlmstra0|on de
Alimentos y Farmacos (Food and Drug Administration, FDA) de- los Estados Unidos
para su aplicacién al tratamiento ‘experimental de glloblastomas (Juan Fueyo, M.D.
Anderson Cancer Center; Jat:ques Grill, - Universidad. lere de Amsterdam) y

carcinomas de ovario (David T. Curiel, Umver5|dad de Alabama en Blrmlngham)
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CONCLUSIONES

A244 muestra- -

eficiencia antltumoral‘/n'wtro e in vivo basada en el CIC|0 V|ta| I‘|t|co del organlsmo

El adenovirus- confffcapacndadfde repllcamon condicnonada Ads

épti 2 € r ncrementa la
capamdad »de |nfe00|on y en consecuencia, Ia potenc a oncolitica’in. wtro e /n v1vo.

La presencua/conservamon del gen E3 proporcmna mayor ef10|en0|a a la onicolisis in
vitro e /n wvo '

‘La via -de administracién intratumoral - muestra - eficacia oncolitica, mas no la

inyeccion sistémica.-

Es posible alterar la farmacocmetlca del adenovirus myectado por via snstemlca a
través de la mampulamon de la respuesta inmune mespecfflca inicial ‘pero no
incrementa la carga terapeutlca al.tumor.
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