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INTRODUCCION 

Generalidades 

A pesar de los importantes avances realizados en fa oncología médica en 

relación a los progra~.as de.pr~vención,. los. método~. de ~iagnóstico temprano y l~s 
diversas .. 6pcio1J.~S-ter.:ipéütiÓ~is1el_C-ánéefr sigue sienCJo:UrF serio~-p~oblem~~ ·da·- salud 

públicá. La incid~nciamun~i~i slgueun .. curso. a~ce~de~tey:¡1·orgélni~~cÍÓnMundial de 

la Salud ,(()~·1~};h~.6a)~J1~d~. 1 S• ~illones de cas~s nue~~s}~q~·~ño p~ra· el 2020 y ,la 
'"·, .·• ' . ' : '- . -- -.,: "-- ',_ .. , . - -· . . .. - . ,·_ ' -·::-· ~ .. - . . ; ,; . . "''" ' ,, . '' .. ' . .. ,. .. 

tasa de '/rnórtalicikci \.~poi',~ ~ste,. padecimiento en nuestro .. 'p.aís. ha.• incrementado 

gradualrn~~ted~~de 195aierí quela tasa anual.estanciariiadaporla edad era de 46.8 

(por 1 oo,ooÓ individuos) ~ara la población mas9ulin~ ~{ª~]1 '.9 en la femenina, a 85.4 y 

78,9 correspondientemente· en 1995 ·(banco de '.datÓs •'de la OMS http://www

depdb.iarc.fr/who/menu.htm). A•de111ás, la al\a~o~~li~~d>delos pacientes oncológicos 

no se limita a nuestro país, tanibie~eric,ir9s'rná~ d~~afmliadqs.como Estados Unidos y 

Alemania aunque las gráfic~s ~6u~J13S> rill.J~~tra~ tendencias d~scendientes, las tasas 
siguen estando por encima d.e1 ()O. ) . . . . . . . 

Por otro lado, el:cáric~r. ho es solamente un problema de salud pública sino un 

reto para las ciencias l:iio~é.dicas. Hace casi 90 años ,que Theodor Boveri postuló por 

primera. vez qye l~~'~a.b~r~aci6nes · cromosómicas s6ri la d~usa de 1Ós fumo res malignos 

(Balmain, .2001 )~·o~sd'e ~ntohces se.han obt~~ido gr~nd~s,:avances en· cuanto al 
- ,•·.::' ',-• 1 •• _ .. '.' - ' : • - ., ' -· ' •• ,__ ' • ___ , ·- -· '· ,- •• ·'· •• ·- <· "--··· "'. .. 

entendimiento de la génesis y la evOucÍón 'de,:este padeCimient6, así como en las 

técnicas d~ biología celular y mol~cula,r .. ~.o ;o~~t~nte; por el mornerito, éstos no han 

sido suficientes para conducir al trataÍriierito ¿f~Ótiv~ del cáncer. De manera que, junto 

con las cifras estadísticas, señalan lá necesidad urgente de continuar el estudio de la 

biología de las neoplasias y de descubrir nuevas opciones terapéuticas. 

1. El Cáncer 

1.1. Definición 

---· fT\T.'f:I'\'('\ ('lf\'0'( 1 
.lD1)\;1 i.,\..lt'i \ 

. - - r·c1 t)fl.!i .. ~.ii'N '¡ 
FALL~. u ¡~-~·YL'-::.!:~::::-. 

.. -----·-·· 
El cáncer es la consecuencia de la acumulación de anomalías de un grupo 

concreto de genes, los proto-oncogenes y genes supresores tumorales. Estos codifican 

proteínas cruciales en las vías de transducción de señales que controlan el ciclo 
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celular, lo que da lugar a células transformadas caracterizadas por una diferenciación 

aberrante, una proliferación aumentada y/o supervivencia prolongada y una capacidad 

de invadir y producir metástasis. 

1.2. Las bases celulares y moleculares del cáncer 

De manera simplista, el equilibrio de un tejido u órgano está mantenido por la 

división celular y la apoptosis. Los productos de los genes estimulad.ores (proto

oncogenes) e inhibidores (supresores de tumores) controlan ~I nbm~ro de células que 
,,. ,. ·;~ 

entra al ciclo; mientras que la cifra de las que mueren depende'--i:fe;ía :B.'ctividad de los 

productos de genes :de apoptóticos y anti-apoptóticoi. cU~~ci6''.1a seA~Loncogénica o la 

anti-apoptótica ir\Crém~~tan y/o la supresora ci .. 1a,. a6o~t6ticia'jci¡~~ir1uyen o están 
::> >º.~> "i;:·;·: .. ~'!:. ·<.:-." ':_-_ - . . ·_ '";",· :.::_,, ... ! ::_ .. ~:-~: .. '-~~;:.y_'?<. ;' .. ~·'.1;:'::_:¡·"!'.?~~--:~~--·-_\, .. -y;_i: ·>··:.-

ausentes, la balanza se inclina hacia el ciesarróllo de 'neciplasias (Foster, 2000). De 
, - -' .- • . , • · · - · . r " :. -·, • ~, · · « . . ··-. : •. ., :· "- •. ~ • ~ • · •• - . · ,. 

modo que, aunque .el patrón genético y :_el .fenotipo de 'las\céh.Jlás cancerosas son 

enormemente_ variables; 1a alteración ci~· -1~· r~9l.l1aóió~ d~I . ciclo celular . es una 

caracterfsti~a prácticamente patognomónica~ 

1.2.1. Elciclo celular 

El ciclo celular es un conjupto. dé everitcis Jisiológicos perfectamente 

coordinados: crecimiento y diferenciaciÓ~ (G1), dJplidaéiórid;I genoma y segregación 

a dos células hijas idénticas (S, C32, M) y realifªciÓp,de\furicion~s especializ~das y de 

memoria (GO) (Fig. 1 y 2). La fidelidad con la;qJ~ ~·~,c6pia elDNA y la oportüriidad y 

precisión de la segregación de cada una dé la~ r~pj¡Óas para dar origen a dos células 

equivalentes son esenciales durante la división celÚlar. Es por ello que la progresión del 
' - . 

ciclo está regida reacciones de fosforilación y desfosforilación de proteínas llevada a 

cabo por un grupo de cinasas de serina/treohÍha conocido como cinasas dependientes 

de ciclinas (cdk) en cuya regulación participan las ciclinas, los inhibidores de cdk y las 

proteínas codificadas por lo$ gene~ suprt?s6res de tumores. 

________ .. ___ .. ------------



Preparación 

µ nielo del ciclo 
División 
(mitosis) Crecimiento celular y 

sintesls de proteinas nuevas 
M 

para la división G2 

:

1 8GO 
Replicación del DNA ' Punto de restricción: 

la célula decide proseguir 
o no con el ciclo celular 

Fig. 1. Esquema del ciclo celular y eventos principales que ocurren durante cada fase. 

4 

Las 9dk y lél~ c:i9HBél~~forman un heterodimero en el que la ciclina. activa y define 

la especificidad. cl~I q()nipf~jo mientras que la cdk cata liza la fosforilación (Elledge, 
_: ; .. ,.· ·, ~-· .,;,:· .. - ,-..-: :· 

1996)• Estos;enfrahehacción de manera secuencial durante el ciclo celular y fosforilan 

sustratos es~~d'Ífi~~~¡-;~séh~iales para cada punto de transición. 
,- ~ ; - ' ;o - -"-~"-"'..;- ~; .. ; -:::~ -

La transic:ión G1/S depende de la fosforilación de la proteína del retinoblastoma 

(pRb), que C>curre por efecto de las cdk4 y 6. Estas son conocidas como "cdks 

dependientes de ciclina D" y su asociación y activación se detecta desde la mitad de 

G 1 llegando a un pico máximo cerca de G 1 /S (Kato et al., 1993). El complejo ciclina 

E/cdk2 es la que concluye esta fosforilación en la fase tardía de G1 (Hinds et al., 1992; 

Koff et al., 1992). Cuando la célula entra a la fase S, la degradación 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 transición G2/M. Ambas, A y B, se acumulan durante la fase M y el término 

de la mitosis depende de la degradación abrupta de la ciclina B por el sistema de la 

ubiquitina (King et al., 1994 ). 
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La contraparte de las ciclinas son los inhibidores de cdk. Su función en el ciclo 

celular es similar al de las proteínas supresoras de tumores (Hunter y Pines, 1994) y se 

clasifican en dos grandes familias:. la Cip/Kip y la INK4. En la primera están los 

polipéptidos ¡:>21WAF/CIP1, p27KIP1 y~ p57KIP2 -que se consideran bloqueadores universales 

de cdks. Estos forman Pªrtª de los complej~s Ciclina-cdk catalÍticamente activos y, lo 

que·-·aetE3rmina~sf1a~mo1ifoiJla~áC:füaráC:omo.· lnlllbicio-r~o-no7eis'ºla"esfoqúiometría (Zhan9 
et al., 1994). Los t'Tli~_mb~o~2de· l~familia INK4 so~ .lasprotefnas p161nk4 , p151ni<4e, 

p1 a1nk4c y p1 glnk4o .. (RtJas :y )Peh:irs; 1~98) e. i~biben;'~~~pecífic~mente a· las cinasas 

dependientes .de ciclina O; El ~ecani~m-o. d~La~6ián' dé~st~s pr6teínas es la· unión 

competitiva a cclk4 y 6, lo que resulta en la formación d~ c~mpleijos' bi'h~rios sin 

actividéld catalíti?a y ciclina D lib~e que se de1grada éo~ mayor facilidad que-la unida a 

cdk (Bates et al., 1994) (Fig. 2). 

• Grupos fosfato 

e--+~ 

/ 

l P27 l .!!..... R--~ Maqul~arla de 
l ps7 l ---l =-c:J repllcaclón 

• ¡; \ 
~ 0 
~ ~e8~~FR 

1 E2F TS 

i;¡ .\ ~)0 ~~".;'"'"~ 
Q___..~ G8 v:J ~ ~ ? l ps7 I ---.- Maquinaria de 

replicación 

Fig. 2. Control del ciclo celular. La pRB es fosforilada por las cdk dependientes de ciclina D y libera E2F. 
Este activa la expresión de diferentes genes, incluyendo ciclina E, A y al mismo E2F, lo que establece un 
círculo de retroalimentación positiva. Esto permite el paso a la fase S. DHFR = dihidrofolato reductasa, 
TK = cinasa de timidina, TS = sintetasa de timidilato. 

TESJS CON 
Fld T ! J.1..!..U ... '.•. ¡ i ,: 

,_ 
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1.2.2. La proteína Rb y la familia de proteínas "bolsillo" (pocket proteins) 
-·=- __:- co o _ - __ ,_:_-_ ,-__ º--~ o =~ ,-_--_--_-.-~- -_--==-=_:-ce=-~ -=- =--0 - _e--=- --- _- ·- _ 

Dentro de las pocas proteínas. cuya relavancia para la progresión del ciclo 

celular está demostrada está el. pro9ucto dél g13_n ~el retino~Lastorr1a, pRb, el sustrato 

primario de las cdk dependi~ntes de cicllna. D y regul~dor 'hégativó. de la transi.ción 

G 1 /S._ Esta e~ un~ p[()te{nª_Qtjcl13~ar_9e_ J1 0-kD que e~tá p.res~nt~ .. e~. '1a mayoría de las 

células····a~-.los~mYrn;rt~rC>s,i_n~~~endi~~;e~~~t~-d~~~~-~~t¿dci-tj~l~~~~~~~f~.;;~--di~i~ión 
(Goodrich et a1.'.,\;1 g9'1 ;\'zá~ksenhaus ~t al., 1993);\1-~ú-'aé!tividad-"e;¡~f regida por su 

. .. ,· ___ -~·"' "." ·,.: "-,: ... - .---·. . ' ... : :· :>.-_ .. - .·.;::'. ;:,:_\•: :,,_;::·· ";'-:('•• .. -... :·».-;-·-~: ;·, -

estado de fosf?ri,l~ción'(Fig. 2). La pRb tiene poc9s §. nirlgµn·'.gt1.fppfosfatodurante GO y 

la mayor parte dE3 G1. , Los complejos cicUr~ Q/s~'¡(.~}y(~-f?c'eíl' cblaboración con los 

ciclina E/c:ª~s~/e~cargan de fosforilarlapa:r~ 1i;;~i·~~J,-~~f.1€¡'ta-~e G1 a la S (Fig 2). El 

complejo :cicliná A/cdk2 la mantiene en est~ ~~~~dºi?qranté las fases S y G2 y es 

desfostoriiad~por lá tosfatasa de proteínk./-hagiir~l:.fiA~Í·d~ la mitosis (Buchkovich et 
_ · , ·: . . ~· ··.· '<: ·i :::.:.-r ,:·?,: .. ,·-{!-W·:. ~$!/·· .. :~.~::. : · .. 

al., 1989; Ludlow et al., 1993). Los fosfatos unidos:~ léJ.fpr9teiína impiden su interacción 

con otras moléculas y· la mantienen inabtiv~;. isiri ~mbargo, en estado de 

hipofosforilación es capaz de secuestrar y bloquear la acción de diferente.s factores de 

transcripción necesarios para avanzar a la fase S, en particular la familia de E2F, 

ejerciendo así su función anti-proliferativa (Bandara y La Thangue, 1991; Chellappan et 

al., 1991; Nevins, 1992) (Fig. 3). 

Fig. 3. Mecanismo de la activación de la transcripción controlada por pRb. 
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Estas asociaciones ocurren a través de diferentes dominios de unión que se 

conocen como "bolsillos" (pockets) A, B y C;c El A/B contiene el sitio para la interacción -
~ . . 

con proteínas que tienen la secuencia de aminoácidos LXCXE,. po( ejemplo varias 

oncoproteínas virales (E1A del ~denovirus, ÁgTdel SV40 y defpolio~a.~:.E? Úel virus 

del papiloma)(Knudsen y Wang, 1997) y Elf-1. (r~laciopado con la r~g~laciónde células 

T) (Wang et al.,--1993); eCc se ún~~~a~=Abi~(prodt~to-ae-uñ+pr~fo:a·rfco¡~nY(Welchy--
Wang, 1995) y el bolsillo A/B:grande (que incluye a los tres).se Une a. los factores de 

transcripción de·la-familia.de E2f:(K~Údsé~_Yvv~ng, fa97), ~s(bomo'a--c:myc y N-myc 

(Rustgié'et-~l.;·199~;Wa~g ret al./1993r~cua~do pRbse ~uelve ·a·fo~forilar, estos 
' . ·' ·- ,,;-. ,··. '··· ,.·,·:,-.,.',.· . ,. - . ' . . 

factores quedan 11ibres Y'~ctivan los genes ·involucrados en la continuación del ciclo 

celular (~l~ps.~y§.ef~h~-ª~ ••. 1~.9~). / . .. . -··- .. 

Dos prÓ!J[h~~.· ~10Í~f~13,o;·_tienen homología estructural y funcional con pRb y 

son miem~~o'~'·d~.lli_familiél'ci~ protéínas "bolsillo'\ Sepiensa que aún cuando se unen a 

las mi~m~~ rrioléculas y hay cierto solapamiento de sUs funciones, éstas tienen 

activid~des distintas a pRb durante el ciclo celular (Cobrinik et al., 1993; Zacksenhaus 

et al., 1993). 

1.2.3. Factor de transcripción E2F 

Es una familia de factores de transcripción con un papel clave en la progresión 

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 

polimerasa a., cdk1, ciclina A, el receptor del factor de crecimiento epidérmico e incluso 

pRb (Kovesdi et al., 1986; Blake y Azizkhan, 1989; Hiebert et al., 1989; Mudr}ij et al., 

1990; Pearson et al., 1991; Ogris et al., 1993; 8-Jíarj eta/.,,1$94); El ~rupo consta de 5 

isotermas qUe forman complejos heterodirnéric~1' c'.:prí:óP'1(1''y 2), lo cl.Jai·esnecesario 

para unirse'a las proteínas "bolsillo" pRb (E2F1~t~tá); h1o7 (E2F 4) y p130 (E2F 4 y 5) 

(La Thangue, 1994; Hijmans et al., 1995; Sanchez y Dynlacht, 1996) (Fig. 3). Esta 

interacción inhibe la capacidad de activar la transcripción de los genes mencionados 

(Cobrinik et al., 1993; Zamanian y La Thangue, 1993). Además, debido a que 

comparten el bolsillo A/B del pRb con las oncoproteínas virales (E 1 A del adenovirus, 
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Ag T del SV40 y E? del virus del papiloma humano) (Bagchi et al., 1990; Chittenden et 

al., 1991), la asociación pRb-E2F puede ser disociada por la presencia de virus. 

1.2.4. Las alteraciones de las proteínas reguladoras del ciclo celular en el cáncer 

Si existe una característica común a todos los tumores ésta es la alteración de 

los reguladores del ciclo celular, sobre todo de los de la transición G1/S (Tabla 1). En 

especial, la pérdida directa de la proteína del retinoblastoma, de los inhibidores de su 

fosforilación como p16 ó p21, o bien la sobrexpresión de la ciclina D, conducen a la 

perturbación del c9ntr<,JI del c:iclo celular ejercidp Rºr~ ¡:¡R? ~.n el 100% de los tumores 

(Sherr, 1 g95i Maiur,ilhres y Barbacid, 2001 ). Es pc:Í~·Ell16 qú~Jun agente terapéutico que 

ejerza.~u ~cciórleílésta condición sería sumamente atractivo y el virus oncolítico Ad5-

6.24, ob}eto d~I ~resente estudio, es un representante de este grupo. 

Tabla 1. Alteraciones citogenéticas de las neoplasias 

Elemento 

alterado 

Cdk2 

Cdk4 

Cdk6 

Ciclinas D 

Tejido u órgano afectado/tumor 

Colon, recto, hígado, ovario, endometrio 

Cabeza y cuello, pulmón, colon y recto, 

hígado, mama, ovario, endometrio, testículo, 

glloblastos, sangre, osteosarcoma 

Cabeza y cuello, glioblastoma, sarcoma 

Cabeza y cuello, sistema nervioso central, 

paratiroides, pulmón, estómago, esófago, 

colon y recto, hígado, páncreas, mama, 

endometrio, ovario, próstata, testículo, 

vejiga, sangre, sarcoma, melanoma 

TESIS CON 
FALr . 1,,-, OºJ '"'ENT JA. ~il'.; i 1 lr 

Referencia 

(Kitahara et al., 1995; lto et al., 

1998; Marone et al., 1998; Kohzato 

et al., 2001) 

(He et al., 1994; Tam et al., 1994; 

lkeda et al:! 1996; Masciullo et al., 

.1997; Patel et al., 1997; Shiozawa 

et al., 1997; Lingfei et al., 1998; An 

et al., 1999) 

(Patel et al., 1997; Lam et al., 

2000) 

(Rosenberg et al., 1991; Arnold et 

al., 1992; Jiang et al., 1992; 

Buckley et al., 1993; Leach et al., 

1993; Motokura y Arnold, 1993; 

Nakagawa et al., 1995; Hall y 

Peters, 1996; Houldsworth et al., 



Ciclina E 

Ciclina A 

Ciclina 8 

p15 

p16 

Pulmón, estómago, colon y recto, hígado, 

mama, ovario, testículo, vejiga, sangre 

Hígado, astrocitos, sangre, boca, vías 

urinarias 

Boca, astrocitos, pulmón, esófago 

Pulmón, sangre, hígado, esófago, vejiga 

glioblastos 

Cabeza y cuello, hipófisis, glioblastos, 

pulmón, mesotelio, sangre, esófago, 

páncreas, hígado, vías biliares, mama, 

ovárico, endometrio, próstata, testículo, 

vejiga, osteosarcoma, melanoma 

1997; Masciullo eta/., 1997; 

Buschges et al., 1999) 
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(Buckley et al., 1993; Leach et al., 

1993; Keyomarsi et al., 1994; 

Akama et al., 1995; Kitahara et al., 

1995; Scuderi et al., 1996; 

Erianson et al., 1998; Del Pizzo et 

al., 1999; Datta et al., 2000; 

Mishina et al., 2000; Kohzato et al., 

2001) 

(Wang et al., 1990; Paterlini et al., 

1993; Furihata et at., 1997; 

Kushner et al., 1999; Alfan et al., 

2000) 

(Kushner et al., .19ee; Murakami et 

al., 1999; Allan et al.; 2000¡ Soria 

et al., 2000) 

(Jan.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) 

(Caldas et al., 1994; Cheng et al., 

1994; Hebert et al., 1994; 

Hussussian et al., 1994; Jen et al., 

1994; Schmidt et al., 1994; Calrns 

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; Hangalshl eta/., 

1996; Miller et al., 1996; Ohno, 

1996; Chaubert et al., 1997; 

Marchini et al., 1997; Patel et al., 

1997; Shiozawa et al., 1997; Lin et 

al., 1998) 



p18 

p19 

p21 

p27 

pRb 

p107 

p130 

Subtipo de oligodendrogliomas, tumores de 

células germinales de testículo 

Glioblastos 

Mama 

Cabeza y cuello, glioblástos, hipófisis.

pulmón, esófago, estómago, páncreas, 

hígado,. mama, .endC)pietrlo, ovario, próstata, 

testículo, vejiga,,sarcoma 

Sistema nervioso central, retinoblastoma, 

osteosarcoma, pulmón, sangre, mama, 

endometrio, ovario, próstata, testículo, vejiga 

10 

(Bartkova et al., 2000; Korshunov y 

Golanov, 2002) 

(Lam et al., 2000) 

(Wakasugi et al., 1997) 

(Nakayama ét al.~ 1996; Masclullo 

et al., 1997; Piva et al., 1997; Del 

Pizzo et al., 1999; Ohashi et al., 

1999; Takata et al., 1999; Tsihlias 

et al., 1999; Hayashi et al., 2000; 

Tannapfel et al., 2000; Cipriano et 

al., 2001; Kawauchi et al., 2001) 

(Chaum et al., 1984; Huang et al., 

1988; Lee et al., 1988; Horowitz et 

al., 1989; Bookstein et al., 1990; 

Hensel et al., 1990; Furukawa et 

al., 1991: Strohmeyer et al., 1991: 

lssing et al., 1993; Liu et al., 1994; 

Wadayama et al., 1994; Shapiro et 

al., 1995; Hangaishi et al., 1996; 

Uekl et al., 1996; Milde-Langosch 

et al., 2001) 

Ninguno reportado (Sherr, 1996) 

Cabeza y cuello, pulmón, mama, endometrio .. (Helin et al., 1997; Milde-Langosch 

et al., 2001: Tanaka et al., 2001) 

2. La terapia del cáncer 

El tratamiento oncológico está constitufdo por acciones multidisciplinarias que se 

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

paciente. En la actualidad, las terapias convencionales -cirugía, 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, aún no hay un tratamiento efectivo. Además, en menor o mayor grado, 

todas las modalidadesccoinciden en la falta o escasez de especificidad y/o bajo-índice 

terapéutico y los esquemas mixtos, que por un lado mejoran el resultado, por el. otro 

pueden incrementar los efectos indeseables. Existen otras opciones como la terapia 

fotodinámica, la hipertermia y las que han s.ido desarrolladas en la úÍtima década 

basadas en los avances dé la Diólogía:;"ceclulEJ.rc-y-la -g-enéticá molecular como la 

inmunoterapia, los inhibidores de la angiogénesis, la terapia génica y la viral. 

2.1. La terapia génica del cáncer 

La terapia génica consiste en la introducción de ácidos nucleicos (RNA o DNA, 

en forma de genes, porciones de genes u oligonucleótidos) al interior de las células, lo 

que altera su expresión génica para pará prevenir, tratar o cambiar el curso de una 

patología (Kay et al., 1997). 
',j-, ~ . ·._-',' 

Las estrategias genéticas eriipl~'ad~~~,actualmente en el tratamiento del cáncer 
. ·, '' ... . ,.~, ",:: .·.·,; ; ': -'>·:-·. . .. . . .· . - ~: . ". . - ~ < • 

se pueden.clasificar en 3 grÚpos:lk~t¿r~pÍ~ citÓtóxica, la col!lpensáci.~n d~ mutaciones 

y la inmunopotenciación genética (~oth., yiCristiano, 1997). La primera, conocida 

también como quimioterapia rnol~cular o -~uié:ida; éonsist~ eri:latran~ducción de células 

tumorales óon genes de enzimas de origen viral o bacterianó.ql.lé convierten prodrogas 

inocuas a antimetabolitos tóxicos. Hasta el momento, las más empledas 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. co/i que 

act_iva 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 sólo las células 

transducidas son sensibles al fármaco, lo que limita la toxicidad sistémica que 

acompaña a la quimioterapia convencional. La segunda estrategia es la compensación 

de mutaciones, que cónsiste ya sea en la reposición de genes supresores tumorales 

alterados O aüsentes, corno la introducción del gen p53 a tumores con mutaciones del 

mismo ¡:>a'~a restaurar su actividad (Fujiwara et al., 1994; Liu et al., 1994); o bien en la 

inhibición de oncogenes cuya expresión está anormalmente elevada empleando RNAm 

u oligonucleótidos anti-sentido, ribozimas o genes que codifican proteínas con función 

dominante negativa como los anticuerpos de cadena sencilla (Calabretta et al., 1991; 
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Mukhopadhyay et al., 1991; Scanlon et al., 1991; Deshane et al., 1994). Finalmente, la 

inmunopotenciación genética •trata-·de·robustecer el cestímülo antigénico mediante· 1a 

introducción de genes heterólogos a lintodtos T citotóxicos .. (CTLs) e: infiltrantes de 

tumores (TIL), cél~las dendríticas, fibrobla~t'osydéfriia~ c'Jncero~as; Se ~ah~ que· la 

inmunogenicidad de los tumores es reiativ~niente débil debido a-1~- expresión 
- __ - - - ---- _ - oo-c-_-'o_ - : eco-- ----_o-~ =-o~o-:.-o:o-,_-..o_-~'- '...:..:~'.~, - _,.-'_; __ :,__;_·~~· >-7:'._c; __ '. o;:._:;~_'.¡-,~··~:.:..__;:,,'-"--~:~"'""'.".:~'...'... .--'---=-'-'·~-o~-~·~: _'.7 -~~'~:'-( ---·-~ .. -- ·- 0 _ -,-_-·_ -=e-o -- - -

disminuida o ausente de antígenos tunior~les; d~ I~ p}~s-~nt~c::lé!l ª~é lc)s ínlsn1os por las · 

moléculas del complejo mayor de hi~t6~6~p~tibilic:Í~cn:(MHC) ~¡~~~: 1ro:ble~ de ·la 

moléculas co~estimulatorias de CTL (Sanda-et~l.,3995;,'G~~~id~ ~i~/, 1997). Además, ; ' ·:· ,, ... , .. -_.-.. ,._ , ..... _.,.~.>i· :~,--_--:~'.~: ',';······-·~--,\:·¡··:·-,_ ·'· ·--·-' 

algunas neoplasias son inductoras· de cito9in§lS' ihlTIQn~supres~.ra~ 9()niº -·~1 f§l9t()r de 

crecimiento.transformante-13 o IL-1,0(Bodnie;,9¡.:;g/¡;:19'9H:sHiithetia1o,'.1994); Mediante 
: ·:·C: -:·'·.<:•" ¡ ·-· .·- ---: ,. '. '. .. e~:,_.•_ •-::_-··· . _.-;c .• ·, . --,_- _ _.,,. i .- , ... ,. : ·-'.,;:o.:/~-,_< . > ! • • • ._'. , ,·' 

esta estrategia, se busca despertar ·.o.··robu.~tebe(1afre~~uestá:~~mllm8ralrya sea de 

manera pasiva. (genes que codifican c;it~iiri~s) ·º ~cii~a··'(g,~ne~ :d~ ;~bléc~las co

estimulatorias y antígenos tum~rales) (Schwartz et al.,' 1992; Tsai > e~<al., 1993; 

Merrouche et al., 1995). 

Apesar de esta amplia gama de abordajes, la baja eficiencia de transducción de 

genes ha obstaculiz.ado el éxito de la terapia génica (Robbins y Ghivizzani, 1998). Para 

solucionar este problema, en el caso de los vectores adenovirales se han administrado 

junto con moléctilás pólicatiónicas o conjugados biespecíficos (Millar et al., 1998; Clark 

et al., 1999) o se han incorporado modificaciones genéticas en la fibra para incrementar 

laeficiencia de transducción (Dmitriev et al., 1998), sin embargo, los resultados no han 

demostrado tener la eficacia esperada. 

Con estos élntecedentes se pro¡Juso la viroterapia para el tratamiento de las 

neoplasias, es .d.~cir, el Úso de;\lin.I~. r~plicativos. Estos conducirían a un incremento en 

la eficacia, ya qúe él. efocto ántituriío~al se expande aún iniciando con una dosis 

pequeña del agehte graÓias·a la replicación viral y la consecuente lisis celular (Vile y 

Russell, 1994; Kirh y rvicC~rrTiick, 199.6). 

1T1E!'l1c: CON1 J l 0. u - . 
• ... _.. ., - ··,. ; /"' ,, i '\ . ..-

FAL t ]\ 1l1:' '. : ; '''· :\1 
b .... .._c. - - .- · .. ---··-...··-···- ·-·~---"'" ·--·-



2.2. La terapia viral del cáncer 

2.2.1. Historia 

13 

Las primeras observaciones sobre el efecto de los virus en la historia natural del 

cáncer fueron hechas ha.ce casi l.Jn siglo. Dos investigadores independientes, Dock y 
. - .. 

De Pace, advirtieron-,9u~:-a1gunos,ctumores ~remitían después de .. -u~a~inf~~ción ~viral 

adquirida· de forma natural por;su~ piil-~ierite!:f oricológicos (Dock, 1904; DeP~ce; 1912). 
' • 0 .- - -• •• • - - --- • • ••"'- - •' • - - •,A'., - • ·~- -"-• > • • • - • '• • _, 

En la década de los 2o•'s' se>d~~b~tÍÓ q~e es posible revertir epitelioma~ ~n .roedores 

mediante l~indgulacicSn,~e(~¡;(1~:~~e~l-á ~~c'tÍna (L~vaditi y··Nicolau, 1'923);~-pero no es 

hasta de~p~es de: 3 décadks y tras' s~c~sivos experimentos en. rriodelo~ ~nimales 
(Moore, 194:9; SoLJtha~ ;t ~/.. 1951; Toolan y Moore, 1951) que la terapia yiral culmina 

en la apH~a9ióíJ ;a·;'f)'acientes oncológicos (Pack, 1950; Southam y Moore, 1952}. Hasta 

el mome~tof'ní'á~ el~ SO virus han sido empleados. experimentalm~nte en. el tratamiento 

de diversos tipos de neoplasias (Tablas 2a y 2b}; sin embargo; algunos problemas 

como la patogenicidad del virus en los tejidos normal~s y la ~usencia de remisión 

completa. de los tumores fueron apagando'eflHnfer~it~or;-~sf~ Ú¡:io de terapia. En la 

actualidad, gracias a los avances en eFcarhpg ele· I~ ~iroldgfa, I~ accesibilidad a los 

genomas virales en forma de plásrniclo~/y·fa 'ihg~hi~fr~;~9¿géticarlos virus se pueden 
- • • ~.. • ,n ","' - • • - - ' :_;:. • •'•-:,_'-- - "•' :•- -"·"- - : • •,> :._ - - ·•-•' • • -• •-

modificar para disminuir el riesgo e :ihc~13n}~n'.t~da ~flc~c;i~ d~_ su, aplicación clínica y 

esto ha conducido al resurgimiento de 1€1 'térapia viral en Oncología (Reichard et al., 

1992; Mineta et al., 1995; Bischoff et al., 1996; Rodriguez et al., 1997). 

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

Virus Modelo animal Investigador 

Arenavirus 

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

Bunyavirus 

Bunyamwera Roedores *Koprowski, 1950; (Mettler et al., 1982) 

Congo, Hazara, Uukuniemi Roedores 

Flavivirus 



UNA, dengue 2, St. Louls 

Encefalitis japonesa By Louping-ill 

Encefalitis rusa 

llheus 

West Nile 

Herpesvirus 

Hepes simple tipo 1 

Ortomixovirus 

Influenza 

Paramixovirus 

Enfermedad de Newcastle 

Sendai 

Parvovirus 

Virus minúsculo del ratón 

Picornavirus 

Enterovirus bovino 1 

Poxvirus 

Virus de la vacuna 

Reovirus 

Reovirus 

Togavirus 

Roedores y aves 

Roedores y aves 

Roedor y aves 

Roedores ~~-

. Roedores y aves 

_ Roedores 

Roedores 

Roedores 

Roedores 

Roedores 

Roedores 

Roedores 

ROedores 

14 

(Mettler et al., 1982); *Sharpless, 1950; 

- *Koprowski, 1950; (Moore, 1949); 

(Southam et al,, 1951) 

(Moore, _ 1949) 

(Moore, 1949) 

(Eaton et al., 1967; Wheelock, 1967) 

(Guetta et al., 1986) 

(Hode_s et ~l.,J!:)?~; Taylor_et El'·· 1974) 

(Levaditi y. Nicolau, .i 923); (Cassel y 
Gá;reú,1961/ -·-· 

. . .. 

(Coffey eta/., 1998) 

Encefalitis equina del este y encefalitis Roedores 

equina venezolana 

*Koprowski, 1950 

Semiliki Forest Roedores y conejos "Koprowski, 1950 

Sindbis Roedores (Mettler et al., 1982) 

'Citados en (Southam et al., 1951) 

TESlS CON 1 

FA'L' l A DV (\':.,.~:·,,e~:: '. 
J ... . .: '¡ \, .¡ 1. \. · .. ' 1 l.\: i 

L------
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Tabla 2b. Virus empleados con fines oncolíticos en líneas celulares y tumores humanos. 

Virus 

Adenovirus 

Bunyamwera 

Dengue 

llheus 

West Nile 

Tipo de tumor/línea celular tumoral Autor 

Cervicouterino (Smith et al., 1956) 

Líneas celulares de cáncer cervicouterino, de (Bischoff et al., 1996) 

colon y osteosarcoma 

Prostático 

Cabeza y cuello 

(Rodriguez 

1997) 

et al., 

(HelseyKirn, 2000; 

· Khuri et al., 2000) 

Pancreático, ovárico, colorrectal (lncluyE!n~Ó "(Heise y Kirn, 2000) 

metástasis hepáticas), pulmonar, dis~l~sl~~ · · 
orales, esófago de Barre! 

Líneas celulares de glioma (Fueyo et al., 2000) 

Cervicouterino •Newman, 1954 

Pancreático, gástrico •wheelock, 1964 

Tracto gastrointestinal, mamarlo, melanoma, •Neuman, 1954 

pulmonar, laríngeo, ovárico, cervicouterino, 

osteosarcoma, leucemia 

Mamario, ovárico, melanoma, osteosarcoma, •Neuman, 1954 

cervicouterino 

Virus de las enfermedad Leucemia 

de Langa! y Kyasanur 

(Webb et al., 1966) 

Forest 

Virus Egipto 101, 19 o 21 

Herpesvirus 

Herpes simple tipo 1 

Adenocarcinoma del tracto gastrointestinal con (Sol;Jtham y Moore, 

metástasis a hígado 1952); •Newman, 1954 

Glioma; líneas celulares de meningioma, CA (Yazaki et al., 1995; 

mamario, colorrectal, ovárico, hepatocelular Andreansky et al., 

1998; Todryk et al., 

1999; Coukos · et al., 

TESIS CON 
n~ íT i'> ru'i:. ;·\. :(':·i'.l\j r" !..l, ......::. ). !.. ·-· .- - . ~., ...... 
----··-~·---··---· ··--· 

2000; Markert et al., 

2000; Pawlik et al., 

2000) 



Varicela Leucemia 

Influenza B Leucemia 

Enfermedad de Newcastle Leucemia; 

melanoma, 

melanoma; ovárico, pancreático, 

Paperas 

Sarampión 

Sendai 

Parvovirus 

autonomo H1 

nasofaríngeo; · neuroblastoma; 

fibrosarcoma 

Testicular, piel, maxilar, gingival,~ ' faríngeo, 

esofágico, gástrico, hepático, ~éét~i, pUlm6nar, 

mamario, de pene, uterino· (inhl~yendo .rT1etátasls 
. . ~ . , ·.' - --",.e _... - .. , . ¡ -

óseas), ovárico, vaginal, <timideo, o'steosarcorria'. 

linfoma, glioma 

Leucemia 

humano Osteosarcoma, línea celular de leucemia, células 

renales transformadas por SV-40, fibroblastos 

transformados por radiación, carcinógenos 

químicos o SV-40, HeLa 

Virus minúsculo del ratón Líneas celulares de CA mamario y fibrosarcoma 

Coxsakie B Líneas celulares de CA cervicouterino · 

Hepatitis A Linterna de Hodgkin 

Linterna de Burkitt 

Vacuna atenuada de la CA cervicouterino; melanoma 

rabia 

Estomatitis vesicular Melanoma 

Virus de la panleucopenia Leucemia 

felina 

Semiliki Forest y Sindbis Leucemia 

*Citados en (Sinkovics, 1993) 

TESIS CON "'A I LP ... ,. ' . '','' ·~ .,.. T 1 
_r_~.: .. J_>_!-~~.~ .:: : i '. '. I __ 1 '.'.: t\ ; 

*Blerman, 1953 

*Wheelock, 1964 

*Wheelock, 

*Cassel, 

*Newman, 

16 

1964; 

1965; 

1954; 

· .. · (Relchard et al., 1992; 
Pecera et al., 2002) 

*Newman, 1954; 

*Asada, 19?4: *Okuno, 

.1977; *Yumitori, 1982 

*Bl~ming, 1971 

*Wheelock, 1964 

(Toolan y Ledinko, 

1968; Cornelis et al., 

1988; Su et al., 1988; 

Telerman et al., 1993; 

Faisst et al., 1998) 

(Dupressoir et al., 

1989; Cornelis et al., 

1990) 

*Suskind, 1957 

*Taql, 1981 

(DePace, 1912; Pack, 

1950) 

(Stojdl et al., 2000) 

*Bierman, 1953 

*Wheelock, 1964 
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2.2.2. Virus replicativos como terapia del cáncer 

Existe una diferencia fundamental entre los virus emple~dos en la terapia génica 

y los que se usan en la viroterapia. En la primera, lo~ viru~.son ern.i:ileél,dOs como 

vehículos (vectores) de genes heterólogos terapéuticos' pa~a··.~·tr~risdu6i~' lás células 

blanco y·. su capacidad replicativa se hél abofü:la J''ll~di~nt~~J!'lGt~pi()_Óe_s,e~-- regiones ·. 

genéticas· cruciales para esta función, En carT1bi~/los ~rnplé~dos é·~ia tefapla;viral 

"infectan'~las.célLJla~ tu.m'oral~sy Uevan, salvo ··peq~efl~sd~leci6nesí ~I d~upo. ~ompleto 
de genes gll,ej~:~,P~r~!i~·~~¡;·ffc'arse.(RLis.~~11,1994); . . · . 

• 
Los med~ni~rnos ~m:pleaaó~p?r l~s:vir~s·jepl,i.c~tivos para atacar'· las células 

:i~::;:~;~B~~~~~~~r~~~~d~t~!g;!,:~f i~M?$t.tr~;~r1~;ef ~~,!c~, ~:~i:J~"d~ 
. ''''!' ' ,••:; 

apopt()si~(q'~rjíy··;~t A1l .. ·:(2001},i (c) pro~uc§Jón.·· fü~ ~()xinas) con~~)tljtjlJél.~ q~Lvirus .'o 

codificad~s ~~ Yll ¿~~·het.erÓ·l~go (Rq~ril~1~~r~/ygorheli~,.\t9~.1 ;¡Wil~n~.r ~ÚéJI.; 1999; 

Doronil1 et al., 2000) y (d) mecanismos illrr~11~~·;'(:tlj~· 8:'syí¡e,:¿: ~~ ~Iyig~~>~ndos, el 

incremento de la sensibilidad de la célula nebplásica e.1.~.taq'Je'icie';Óit~clhas y ,,otros 

moduladores del sistema inmune no específico (Gooding, 1994) y l~'.·Pr~s~nt~ción de 

antígenos virales en la superficie de las ,células inf~ctadas tjuecla~.h.ac~ blahco de los 

CTL antígeno-específicos (Fearon et al., 19SB) (Fig: 4). 

A. B. 

TE. ·~10 (1 '\'llT J0. '· . ,(..11, 

F~\T TJ l.: _·1.11~, \ 



c. D. 

TESIS CON 
FALLA DF on,rr:l~N 

-:·~ .. ~··.~· ~ ... '• . ~ .. ·-

L_.,1,1,10,ll 

Llntocnoa~ 
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Fig. 4. Mecanismos por los que los virus replicativos atacan las células tumorales. Ruptura directa (A), 
citotoxicidad por proteínas propias del virus o por proteínas codificadas por transgenes heterólogos (8) y 
mecanismos inmunes (C y D). 

Idealmente, la replicación de estos virus debe ser selectiva en,·los:turioresí es 

decir, que infecten, se repliquen y destruyan las células malignas .. ~ .. ei···~aB~ra.:similar al 

silvestre (wild type) pero que no ocurra o sea de manera;irisignificante en células 

normales (Pennisi, 1996). En la actualidad, uno de los virus más empleados en la 

terapia del cáncer es el adenovirus junto con el HSV-1. 

3. El Adenovirus TESIS CON 
FAI I /\ nF rir•rt'P}.T 

. l J1 .\. ~ ··' \.• .... J -: ... • 

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 

etiológico de conjuntivitis, enfermedades respiratorias y gastroenteritis pediátricas 

(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 potencial cuando son inoculados en dosis altas en roedores recién nacidos 

(Trentin et al., 1962). Ha sido empleado como modelo para estudiar la regulación de la 

expresión de genes virales y humanos, la replicación del DNA y control del ciclo celular. 
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Un ejemplo de ello es el descubrimiento del "splicing" del RNAm (Bachenheimer y 

Darnell, 1975); En la -- actualidad, se emplea como un vector para la. transferencia de 

genes en la terapia génica, comovacuna, y recientemente,como agente oncolítico. 
- -:;.:- :·: .,-~>- .; <.·L: .- . ~-_-{:,;. :- - .;). 

'' -

Hasta el momento, ~e 9on~cen 71 ~erotipos 'del adeno\lirus humano y se 

clasifican en 6 grupos'(dE3n()mi~acibs':J\-tc~f7:)'.:ºen:=!)ase~~~l~~vélriabilidad-~genética, el 

potencial oncogénico y et 9§nt~h!~o -~~;~JP ;_én}sJ-:q_~A,._/ L(>s~ grljpgs B y D -_se 

subdividen a su vez en BÍtBILy [)l/DlltDllJ·d~p.e~cliend9 del patr~n de hemaglutinación 

(Rosen, 1960; Wadell, 1969; 8ierholzer; 1 ~73; Wad'3l1)~t:~1., ·19~0).' Elserotipo que se 

emplea para la terapia génica y la oncolisis viral es ~I Sdel s¿bgr~po C (Ad-5). 

3.2. Estructura 

El adenovirus tiene una cápside icosaédrica formada por. unidades proteicas 

conocidas como capsómeros: 240 hexonesy12irehto,hEis (Fig; 5). Los hexones forman 

las paredes del icosaedro y tienen una furwión;·~s;t~uAtur~L Los 'µentones se localizan 

en cada uno de los vértices y están compue~tó;~·pOr. 5isÍ.Jbuhidades formadas por dos 

hélices-a que flanquean la secuencia; Ar~-,Gly7A~g (~G:~')}.'.Esta forma un asa que 
' • :- ; - ;, •• "' ~ - - J ' ,'' •• • •• - ··.•7. • ¡ . ;' . . >J :::. 

protrude de la estructura terciaria del p~~t~ñ :'-~-· jÚega un papel crucial en la 

internalización del virus a la célula (Mathiaé eta/i,.1994); -
' . -. . -. . ·~:. ·: . ' 

' , 

A partir de los ápices sobresale la fÍbra; estructura homotriméricél qúe'~ermina 
en una estructura globular (knob) misma qúe está compuestapor cade:ríá~2Wunidas 
entre sí por asas flexibles que generalmente son de naturaleza hidrofíligá y miran 

hacia el exterior (Fig. 6). Ésta es la responsable de la interacción con lós ~~captores 
de la superficie celular durante la adsorción del virus. Los polipéptidos lila, VI, VIII y 

IX también son componentes de la cápside y se les atribuyen las funciones de unión, 

estabilización y de interacción con los elementos del centro (Nermut, 1975). 

---------------------
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Fig. 5. (A) Micrografía del adenovirus (Horwitz, 1996). (8) Esquema de la estructura del adenovirus 
(Russell, 2000). 

r-~--
1111/,; /ES!S cfM¡--, 
f .\Ji¡·/ fl '~1 .·· ¡ . ¡ 

-·· ..... :':.~·.:'. .. , .. :"·_//(}.C.\: : 

Fig. 6. Estructura terciaria del glóbulo (knob) de la fibra del adenovirus tipo 5 (Tomado de Xla et al., 
1995). 

---! 
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Cuatro proteínas se encuentran en el interior de la cápside: V, VII, mu y la 

"proteína terminal" unida covalentemente a los extremos 5' del DNA (Fig;º 58); El 

genoma del adenovirus es un DNA linear de cadena doble cuyos extremos contienen 

repeticiones terminales invertidas (ITR) que constituyen : orí~eries 'de replicación 

idénticos. Este cromosoma viral contiene. 5 Uf1idades de tran,scripcióntefT1prana (E1 A, 

E18, E2, E3 y E4), 2 unidades tempranasrºet~a~~d~t(J~ y:}\jfi,2)¡-~-ur;'~l.l~idacperlta que 
genera 5 familias de RNAm tardíos (L1 a. L5) que sori transcritos por la poli me rasa 11 de 

RNA, 1 ó 2 (dependiendo del serotipo)_g~n~~ VA tr~h~critos pC>r la pÓli~erasa 111 de 

RNA y una secuencia de empaqÜ~tamient6 (She~k, 199S) (Fig. · 7). 

-IX MLP L1 L2 
i+ 

--==: 
... 
VA 

E1A E1B 
L. ... ~ 
L _.,1- ... 
L-.L-- ... 

o 10 20 30 40 -1Va2 

L3 

50 

L4 LS 

60 70 80 

E2b E2a 

----------r· r11EC'TC! (1(Y;\f .l .J' J.l' 1 ; .. ) 1 ' 

í1 i\ •. ·r ', \' ' (' 1, ¡ ¡ ·, 1 '~ í' ' rA.L_.:h ::)', ,_¡~lt 1.m111J 
~··-· --· ~~~~-------

90 100 mu 
• ___J 

-..J 

- ..J +- ..J 

- ..J 
•·· ..J 

·- ..J 
E4 

Fig. 7. Mapa de transcripción 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, 1991). E = genes de transcripción temprana; L = genes de 
transcripción tardía, MLP = promotor tardío mayor. · 
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3.3. Ciclo vital 
-------- --- -- -------º-="- - - -- ---- ------ ----,--=----- - -

Los eventos del ciclo vital del adenovirus se dividen en 2 etapas separadas por 

la replicació.n del DNA viral: temprana, y tardía. En la primera ocurren la adsorción a la 

célula huésped, la internalización, la transcripción y traducción d13I grup9 temprano de 

genes (6 a. 8 horas); y en la segunda, la ex!)re¡sJ~ll de l_o.s genei; !ªrc!íºs.~eLen~amblaje 

de la progenie del virus y su liberación (4 a 6 horas) (Rússell, 2000). . 

3.3.1. Adsorción e internalización 

En el caso de los adenovirus tipos .2 y 5, la intéra,cción inicial ocurre entre el 

glóbulo (knob) de la fibra y el receptor del virus cióx~ackie y del adenovirus (CAR) 
. ·· - ~ · ·,. ·. ·--<·o 7-'.··· _ .:·:;7··. , ".-,; ¡'·:·,;~, >>· __ ·. 

(Bergelson et al., 1997). Siri embargo; recienteniente 's-e :ha\ demostrado que en 
- ' .. .;.;,· ..;:~:.:--o:,·-'.o.:~ .. \--~-··_:•:':: : - 1.-·· ._:./ ·_ ;:;.,_~·_; __ ;-. .-:.':-,:._';:\'.:: -'.~>'{-;'-' ';-->:; -"='.!,:-:. ,:·<,·· ···-'·-·' 

ausencia. de ést~, los glucosamin9glucanos d_,eí-il/ad~$~;-d~ hepárán sulfato son 

suficientes: R-a,~~- l!f• ~-~·h·i0ió? . i'.rfic:i,al. (b~ch ecc~i '. ~j ~-v.·[~o€~X~J~:he~c~i . et al;, ~oo 1 ) . 
Además/se hásügerido ;que eíl idorninio .cx2•_de' la molécula .deLMHC clase 1,.(Hong •et al., 

1997) •. - l·~··-i~tegfin~-~a,§p~J(cl'~l/i,so,i~~t\a'(.: ••. 1'gg'z.).•~?·l~.qMPg {'.HÜ~ngi et: al., 1.996) son 

receptó res -~ltefr11átivó~-de1 tipo 5 s/las'siélÍoglucbp}oteínáS para otrósserbtipos.(Arnberg 

et al.; 2000). 

' ' 

Una vez adherido, .~I · ademovirus interactúa de lll~nera simultánea con las 

integrinas ~ypªy(iVf35 _et través de la.s ~E:lcuencias R·~D~dé,.las subunidades del pentón 

(Chiu et al., 199~). Esta unión desencaden~ la entréJ:da: ~ficie~te (85-90% del virus 

adsorbido) y rápida (5-1 O minutos desde la adso'rc.ión) a la célula por endocitosis 

mediada por receptores (Chardonnet y Dales; f 970);: Este proceso avanza gracias a la 

dinamina, GTPasa citosólica que provoca la c()'nstriÓción de la vesícula para separarse 
. . . ·-

de la membrana celular y formar el endosOmaternprano, y a la reorganización de las 

fibras de actina (Patterson y Russell, 19S3; Wang et al., 1998). Posteriormente, el virus 

escapa de dicha estructura por la pE3rrneabilización dependiente de la interacción de las 

integrinas aVP5 con proteínas del· pentón y el descenso del pH en su interior (W ang et 

al., 2000). A su paso, el virión sufre la desintegración secuencial de sus componentes 

propiciada por una proteasa viral y el DNA es acarreado hacia el núcleo por la acción 

de los microtúbulos y la dineína (Dales y Chardonnet, 1973; Leopold et al., 2000). Una 
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vez dentro, se asocia con la matriz nuclear empleando la proteína terminal, evento 

crucial para la activación de la transcripción (Schaack et al., 1990). 

Fig. 8. Fase inicial de la infección por un adenovirus. Adhesión a CAR, unión a integrinas av, endocitosis, 
desensamblaje y entrada del genoma al núcleo. 

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

Es el receptor primario del virus coxsackie B y de la mayoría de los más de 50 

serotipos de adenovirus (Bergelson et al., 1997; Roelvink et al., 1998). Es una pmteína 

transmembranal de 46 kD perteneciente a la superfamilia de las inmunoglobulinas (lg). 

Su función celular era desconocida hasta que recientemente se demostró su 

participación en la formación de uniones intercelulares estrechas constituyendo una 

barrera contra el movimiento paracelular de so lutos (Cohen et al., 2001 ). Durante la 

infección, su única función es ser el de punto de adhesión, para lo cual el dominio 

extracelular es 'indispensable y suficiente ya que los eventos subsecuentes de 

internalizacióh dependen de otras moléculas como las integrinas u otros receptores 

secundarios (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 infección por el adenovirus. Esto se ha visto en 
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tumores de cabeza y cuello (Li et al., 1999), de vejiga (Li et al., 1999), de ovario (You et 

al., 2001) y glioma (Millercefal., 1998; Asaoka et al., 2000). En particular se ha descrito 

que en tejidos tumorales primarios es más acentuado que en líneas celulares (Grill et 

al., 2001 ). Está es'úh problema crucial a solventar cuando se emplea el adenovirus 
1 • • • • 

para obtener eficada terapéutica y representa el principal objetivo del presente estudio. 

3.3.1.b. lntegrinas 

Son glucoproteínas transmembranales que se encargan de la adhesi<Sp de las 

células a las proteínas de la matriz extracelular (ECM) y el intercambio bidireccional de 

señales entre ésta y el dtoesqueleto. Son moléculas heterodiméricas :6on. una 

subunidad ex y un~ ¡3u~idJ~ pcir 'interacciones no covalentes .. Existen 14' ~ubtipos de 

cadena ex y 9 d~ 13, yi'¿f¡v~?s~~ combinaciones son posibles aunque nC> t()da,~ e~isten en 

la naturaleza. ~ass~6uencias reconocidas por las integrinas son múltiples, dentro de 

ellas, una sübf~milia se une a la secuencia AGD presente en cliferentes~ proteínas de la 

ECM (Auoslahti y Pierschbacher, 1987). Como se ha mencionado previamente, el 

pentón del adenovirus también tiene este tripéptido y lo emplea para la internalización a 

la célula. En este caso las integrinas involucradas son las exv que se unen a vitronectina 

y en especial a.v¡33 y exv¡35 (Wickham et al., 1993; Nemerow y Stewart, 1999) y de 

manera secundaria, ex5131 (Davison et al., 1997) y exMl32 (Huang et .al., 1996). 

3.3.2. La transcripción de los genes tempranos 

Una vez en el núcleo se inicia la transcripción del DNAviral. De las 5 unidades 

de transcripción temprana, la primera en expresarse es E1A Esta codifica dos 

proteínas (12S y 13S) que inducen la transcripción y la progresión a la fase S del ciclo 

celular en el huésped para facilitar la replicación viral. Otras funciones de E1A son la 

activación de la expresión del otras unidades de transcripción viral y el 

desencadenamiento de apoptosis. En contraparte, está el gen E1 B que codifica las 

proteínas 19K y 55K. La 19K bloquea la apoptosis inducida por E1A y la 55K, además 

de unirse a p53, bloquea la acumulación de ANA celular mientras que facilita la de los 

ANA virales (Babiss et al., 1985). Las 3 proteínas que codifica el gen E2: DBP, pTP y 

Poi proporcionan la maquinaria de replicación del DNA viral (Hay et al., 1995). Mientras 
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que el gen E3 codifica siete RNAm que se generan por "splicing" alternativo y cuya 

transcripción está controlada por un solo promotor (RIDa. y 13, 12.5K, 11.6K; 6.7K1-14;7K 

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

respuesta inmune del huésped contra el ad~novirUs.,Eriparticular, la gp19K prcit~ge a 

las células infectadas contra los CTL (Wold y Gooding, 1989), mientras que el ~omplejo 
R 1 Da. y 13 (antes · 10.4K/14:5K)-y:Ta~;:9pJ4.'tí<~Eº-mr-;[resfa~n~lr éifoli~s lnduc@á. ~pof°'ef 
factor de necrosis tumoral ,(TNF); (G6ocHng et al.; 1988; G()odlng 'et al., 1991; ,u et al., 

1997). La gp11.6K: se conoce' ~ct~almente como "pmi~ína aderÍo,~iral' rnortal~' 
(adenavirus death prbt~in;.ADP) (ro11efsan et a1., 1992r y se exp1ica~más~d~1-~nte con 

mayor detal_le. FMa1ménte, E4 codifica 6 proteínas denom{~ad'~~?ott 1LáV6Z? que 

participan en Llna arrlplia gama de procesos: bloqueo de?la-~í~~~S,i:J J~_,¿ro~efíl,as del 

huésped U unto con E 1 B-55K}, replicación del DNA yiral-,· r~~u1~cl~~:8eG~. i~~~c~I~ción, 
transporte y estabilización del RNAm, síntesis de ·-,la~ proteínas vir~les tardías, 

producción de partículas virales infecciosas y 'la Íesi~terlcia a la lisis por los CTL 

(Halbert et al., 1985; Huang y Hearing, 1989; Bridge et al., 1993; Marcellus et al., 1996; 

Kaplan et al., 1999) (Fig. 7). 

3.3.3. Los genes de transcripción tardía 

Los RNAm tardíos son por lo menos 18 y se agrupan en 5 familias (L 1-L5) (Fig. 

7) que están bajo el control del promotor tardío mayor (MLP) y se involucran en la 

producción y el ensamblaje de los componentes de la cápside (Hasson et al., 1989; 

Larsson et al., 1992). Recientemente se ha _atribuido a la proteína L4~1 OOK la 

capacidad de inhibir a la granzima B confellida en los gránulos de CTLsy prevenir la la 

apoptosis (Andrade et al., 2001). Por otro lado, los RNAs VA no son traducidos y 

participan en la traducción de los RNAm virales (Thimmappaya et al., 1982) y la 

evasión de la respuesta inmune mediada por el interferón-a. (Mari et al., 1996). 

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

Una vez que el DNA viral ha replicado y los péptidos estructurales han sido 

sintetizados, comienza la construcción de los hexones y más lentamente, de los 

pentones y las fibras. Todas ellas se dirigen y acumulan en el núcleo, donde ocurre se 
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ensambla una cápside vacía y acto seguido se introduce el material genético con 

intervención de· la-señal de empaquetamiento (secuencia rica en AT en el extremo 

izquierdo del genoma viral) (Hearing et al., 1987). Paralelamente a estos eventos, 

ocurren c~.;:;bi6s en la infra~structura del núcleo como la permeabilizációll de la 

membrana nuclear que. permite la salida del virus al citoplasma (Rao et al., 1996). 

Finairli€lrif~:-~la~pr6J6[í.íii0J(6~-<c;,:t\c5ri)rovoc~ig~gp!9[~;:aer'ra:-c:é1u1a'.-·cam·a··50-··ha 
mencionado.·a~teriorrnentei.esta molécula·estácodificada en el·gen.E3 y se expresa a 

partir< del Jrpniot¿r•·· E3 desd~· lasetapa~ tempr~nasd~I- ciclo vital del virus, pero la 

expresión se intensifica en los estadios tardíos (20 a 25 horas después de la infección) 

bajo el control del MLP provocando la liberación de la progenie al exterior (Tollefson et 

al., 1992). 

3.4. Las proteínas E1 A del adenovirus y su relación con las proteínas 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 desoxinucleótidos son bajos 

en la célula en reposo, el adenovirus tiene que "empujarlas" hacia la fase 8 para 

propiciar . un a111biente .adecuado para la síntesis de su propio DNA a trav_és de la 

interacción•;d9.pr6ddctos ylrales•con ~n grupo de proteínas celulares que funcionan 
,:¡ ~-.:': .:.~<:·-~+~<< .:::~~·: · ,):: _.\:> 

como. "frénos"deLcicló celular, 
- -- -- - -------~,,~,;---·:·''--- --· ·- -,-,-- ._,..·-. -.--- -'"•-

Corno ~: m:,encionó~nteriormente, el gen E1 del adenovirus tierie dos unidades 

de transcripción,:E1A'y E1EL Llos'RNAm principales codificados en el gen E1A, 128 y 

138, traducen fosfoproteínas nucleares de 243 y 289 aminoácidos 

correspbndiénteménte (Fig. 9). Ambas contienen regiones altamente conservadas (CR) 

entre los diferentes serotipos. Mientras que CR1 y CR2 comparten las funciones de 

represión transcripcional, inducción de la síntesis de DNA e inmortalización celular; la 

CR3, que se encuentra solamente en la proteína 138, es por sí sola suficiente para la 

activación de la transcripción de genes virales y celulares (Lillie et al., 1986; Moran et 

al., 1986). Tanto 128 como 138 se asocian con proteínas de la célula que regulan el 

ciclo celular: p300, p107, p130, pRb, ciclina A y cdk2, entre otras (Yee y Branton, 1985; 

Harlow et al., 1986; Whyte et al., 1988). En párrafos anteriores se explicó la propiedad 
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supresiva de pRB y las proteínas "bolsillo" sobre la proliferación y su relación con el 

factor de transcripción E2F; Cuando el adenovlrus infecta la cél.ula1 E1Ase une a pRB y 

libera al E2F del complejo pRb-E2F para activar la transcripción del gen E2 y otros que 

se relacionan con la síntesis de DNA (Chellappan et at, 1992). ·Esto ocUrre gracias a 

que E1A puede interactuar con cada una de las proteínas .celulares enumeradas a 

través de cfite~e-nfes segmentos. Por ejemplo, pRb-se.Une áCmotivo Leu 1 22-X-Cys~X
Glu126 dent~; de CR2 y a otra área en CR1. Del mismo modo p107 y p130 interacúan 

con CR1 y 2! '!1ientras 9u,~ p300 se une al extremo amino-terminal de la proteína E1A y 

a una región dentro de CR1 (Boulanger y Blair, 1991; Svensson et al., 1991 ). 

289 
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Fig. 9. Proteínas codificadas en el gen E1A. Se representa de manera esquemática la secuencia 
consenso dentro de CR2 a la que interactúa la pRB. Tomado de Barbeau 1992 (Barbeau et al., 1992). 

4. El adenovirus replicativo como agente oncolítico 

4.1. Fundamentos 

La primera aplicación clínica del adenovirus como agente oncolítico en el 

tratamiento de cáncer cervicouterino data de 1956 (Smith et al., 1956). En este estudio, 
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65% de las pacientes respondieron de manera parcial al tratamiento pero no se 

observó ninguna remisión completa; El interés actual por el empleo de los adenovirus 

como agentes replicativos en la terapia antitumoral reside en el amplio conocimiento 

que se tiene sobre su ciclo vital, la accesibilidad de sll g~norn~-ell fo;mide plásrTiidos, 

la capacidad de aceptar genes heterólogos, · 1a proliferaciónrápidá en tejidos tumorales 

humanosln v/tro '/el 'potendarpatogénico bajo. 

Las dos estrategi~s básicas para lograrla repliBabióg;s~lecÍiva-~de'.esfos;virús.en 
~ ' .. , .... :·,:...... '.· · ·- ·-.· :.·.~ · _ LC-;~'-': :·;~e,,,.:··.;-_"}•:-'.·''.'.<~ .. - ;.:·~·.<: ::::zr'·,. '1,:;:,· ." .. ·. .'-

el tejido tumoral se b~san en 1a manipulación de É1 A,ty/6'.f~I~HLa'.:J;rfme'rá es eLempleo 

de promotores' espeicíficos de turnor para contrplár,sG'~~~r~-~ión (~igÚ.'19): 01gUnos que 

han sid.o emple~dbst)~~ta.el momento son: e1.dei1r~ritf~~?J\;~rk~t~gcg':e~p9¿~Ífi~o (PSA) 

en el tratarríYehtofci~I}. cáncer de próstata (Rodrigúéi·;'etf'.k/.s1997)\ eF c:leL~iintígeno 
'' • • ' • • •' '.-" • ·- < • , ; -; i ~' - • · •. ,,. ' ,. : c7.·i· • • \ . •;;· : •, , ,, , '.. . .,, "'' " 

carcinoembrionario(ÓEA) en las neoplasias del·tractbgastrq}ntesfitlaí}lf.neas celulares 

de cáncer de .. pu,IÍnó'n (Toyoizumi et al., 2000), eLde>I~. a~fet(,p'r~t~í~a"'',eo cáncer 

hepatocelul~r (Hallenbeck et al., 1999) y la L-plastina en el de ov~rio (Churig 13t al., 

1999). 

A. 

Ad silvestre Promotor do E1 

(!~ 

/\ 
Célula tumoral Célula normal 

• • 
·R- -,q:. 

~t. w. 

B. 

Ad 
repllcatlvo 
especifico 
de tumores 

Promotor especifico de tumor 
controla al E1 

c+i 

Ejemplo: Promotor del PSA 

/ ~ 

CA de próstata Célula normal 

• J). 

p:. 
X ·#.f 

Fig. 1 O. Construcción 
de adenovirus de 
replicación selectiva 
mediante el empleo de 
promotores 
específicos de tumor o 
de tejido. El virus 
silvestre replica tanto 
en células normales 
como en neoplásicas 
(A); sin embargo, el 
virus mutante con el 
gen E1 bajo el control 
del promotor 
específico sólo lo hace 
en la célula tumoral 
(8). Ad = adenovirus; 
CA= cáncer. 
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La segunda estrategia toma ventaja de las alteraciones genéticas subyacentes 

en las células tumorales y consiste en provocar deleciones parciales de E1 A y/o E1 B 

(Fig. 11 ). La biología tras esta estrategia es que pRb y p53 son proteínas que funcionan 

como "frenos" del ciclo celular. Cuando el adenovirus silvest~e i~fecta la célula, las 

proteínas E1A y E1 B se unen a ellas, respectivamente, .Inhiben sus funciones de 

dete.nciÓn celular y perrniten la replicación tanto de ia-·cé1u1~ ll~éí3pe::d~c~orn~c@vTr-us. 
En cambio, el adenovirus mutante es incapaz de unirse a pRb o p53 y su replicación se 

ve bloqueada en célula~ normales; mientras que en l~s}Ü~grél'l~~go~ ·élitérfthione~ en 

las vías de pRb y p5,3, donde el freno es in~xisten~~ ,?e rnél.n13,r~ tn~ere;nte; puede 

hacerlo y condu,cira 'la .oncolisls. El representá,nt~ rnás\nptorjo d7 ·~St~ grupo es el 

~~.:~f ~~ •.. ·i~/~f f~¿~~,9~··~~~{!Jt~~~~~~:f~!1~!~~t"¿º~~.~f ;~~~~~~:~º.Y.;: 
concepto y ti~ne'n He1e6iohe~ qÜe .~fectanJa uniÓn,de la prot~í~a E1 A a·~.Rb (Fueyo et 

al., 2000; H~ise et,a1./2ooo;"H()w~ et al.; 2000). A continuación se explica en detalle 

uno de estos mÜtarites .. 

Ad silvestre 

Gen El 
i• 

Ad 
ropllcatlvo 
especifico 
de 
tu moros 

A. 

B. 

Deleclón parcial de E1 
n• 1 

1 

Célula normal (pRb+) 

c. 

Transcripción-+ Repllcaclón 

Célula tumoral (pRb-) • 
Proteína 

~normal/ 
'éY mutante 

l e® 

~® jf 
'éY ~· 

Transcripción - Ropllcnclón 

Fig. 11. Construcción de adenovirus de replicación selectiva por la introducción de delaciones parciales 
de E1 en sitios que codifican porciones de proteínas cruciales para su reproducción en la célula normal 
pero irrelevantes para hacerlo en las tumorales. En este caso particular, se provoca la delación en el 
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CR2 del E1A que interfiere con la interacción de esta proteína con pRB, lo que bloquea su reproducción 
sólo en células normales. 

4.2. El adenovirus Ad5-~24 

El Ad5-~24 es un adenovirus .replicativo que contiene.una.deleción.de.24.pares 
. . ' . ' 

de bases en la región CR2 del gen E1Á, esp:ecíficamente\:le las bases 923 a 946 que 

codifican los aminoácidos. L121 TCl:-1Ef\CF128~(~ig; 12); Esta .deleción pr01J~c:a la síntesis 

de una proteína E1A mutante quenOes capa~ de f~~m~r complejoscon la pRb (Fueyo 

et al., 2000). 

E1A 

560 1545 

'~~GG~GM007 M6 

LTCHEACF 

(a.a. 121-128) 

Fig. 12. Esquema de la región E1 A del adenovirus mostrando la delación de 24 bp y los aminoácidos que 
codifica. Es importante notar que ésta incluye la secuencia consenso L-X-C-X-E de interacción con pRB. 

Se ha demostrado la selectividad del mismo en líneas celulares de glioma y 

sarcoma que presentan alteraciones de la vía de pRb/p16 (Fueyo et al., 2000). El1 el 

presente trabajo se ha elegido· este virus condicionalmente replicativo para agregar 

modificaciones que le permitan superaralgun_os ób$táculos que enfrentan este tipo de 

agentes virales empleados en el tratamiento del cáncer. 
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HIPOTESIS 

l. La manipulación genética de secuencias virales que codifican diferentes 

proteínas: (a) estrubturales (glóbul~ de la fibra) o (b) funcionales (E3), 

incrementan la capacfdad infecciosa y citolítica del adenovirus empleado como 
agente ~ntitLJmoral. - - . -. 

11. El bloqueo de la inmunidad inespecífica incrementa la carga adenoviral al tumor 

inyectado por vía sistémica. 

r: 'J'W:T0 r\r-.~.~ 1 
.... l .. l.1'.' ,''.Í· 

·1 -· ! 1 LJ I 1 ' 1 I'·· . . ,•• t' r , .· .. , •'' ~.,.l: ... __ .,·,,1·,¡1J· 
----·-- ·-- .. : :.~--.:.:.J 
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OBJETIVOS 

General 

Incrementar· la potencia oncolítica del adenovirus condicionalmente replicativo 1 Ad5-

ó24. 

Particulares 

1. Introducción genética de la secuencia que codifica el motivo RGD en la fibra del 

adenovirus de replicación condicionada: 

a. Estudiar la replicación del DN~ de los rilut~nt~s,B:GD del ?tdenovirus. 

b. Comparar la capacidad oncolíticá de lo~ viÍU(RGÓ in vitro. 

c. Comparar la capacidad oncolítica de losvi,ÍuéÁc3o in vivo; 

2. Reincorporación del gen E3: 

a. Comparar la capacidad oncolítica de los virus.Es+ in vitro. 

b. Comparar la capacidad oncolítica de los vifu~;E3+ if1 vivo. 

3. Estudiar el efecto de los adenovirus condicionalmente replidatiyos administrados de 

forma local o sistémica en un modelo in vivo. 

4. Mejorar la carga adenoviral que alcanza el tumor cuando es administrado por vía 

sistémica. 



MATERIALES Y METODOS 

1. Cultivo celular 

Reactivos, medios y suplementos 

•Dimetil-sulfóxido (DMSO) (Fisher Sclentlfic, Pennsylvanla, E. U.) 
- ----- --- -- -- - - - -- ---=-- "---"-· --o_---

•Medio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) (Mediatech, Virginia, E. U.) 

•L-glutamina (Mediatech) 

•Nitrógeno liquido (Forma Scientific, Qhio, E;· U;) . 

•Solución salina amortiguada por fosf~t?s~(PB~f (Mediatech) 

•Suero bovino fetal (FBS) (Hyclone, lJta~; EiU.)· . ' . 
''·;:' .'. .. . 

•Tripsina 0.05%/ácido etilendiaminOtefraacético (EDTA) 0.53 mM (Mediatech) 

Líneas celulares 

Linea celular Proveedor 

293* Microbix, Ontario, Canadá. 

A549 Adenocarcinoma de pulmón ATCC .. CCL-185 
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D65MG Glioma Obsequio de Dr. lgor Dmitriev, Centro de 

Terapia Génica, Universidad de Alabama 

en Birmingham. Alabama, E. U. 

He La 

Hs 766T 

LNCaP 

RD 

Saos·2 

SKOV-3 

SKOv3.ip.1 

Adenocarcinoma de cérvix 

Adenocarcinoma de páncreas 

Metástasis de cáncer de próstata a 

ganglio linfático 

Rabdomiosarcoma 

Osteosarcoma 

Adenocarcinoma de ovario 

Adenocarcinoma de ovario 

ATCC CCL-2 

ATCC HTB-134 

ATCC CRL-1740 

Obsequio de Dr:. lgor D~itriev, Centro de 

Terapia Génlcaí .urliver~idád de Alabama 

en Birmlngham.·. 

ATCC HTB-85 

ATCC HTB-77 

Obsequio de Dra. Jane! Price M.O., 

Anderson Cancer Center. Texas, E. U. 

l TEc'.¡·::-.,:;-::;::·;.-·-----1 

l}l~!d~ ~¡ - . . .l 
..... 
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*293 (HEK293), es una línea celular proveniente de riñón embrionario humano transformadas con el 11% 
del extremo izquierdo del genoma del adenovirus (incluyendo E1A y E1 B) (Graham et al., 1977). Son 
altamente permisivas para la infección y crecimiento de adenovirus. **ATCC (Virginia, E. U.). 

Material y equipo 

•Baño a 372C (Fisher Scientific) 

•Campana de flujo laminar (Nuaire) 

•Centrifuga (Beckman GS-6R) (Beckman Coulter, Califronia, E. U.) 

•Crioviales (2 ml) (Corning, Nueva York, E. U.) 

•Incubadora 37ºC equilibrada a una atmósfera de 5% de C02 y 90% de humedad (Nuaire, 

Minnesota, E. U.) 

•Microscopio invertido de contraste de fases (Olympus CK2) (Olympus America lnc., Nueva ' . ·,' - ,· __ -

York.E. U.) 

•Microscopio de fll:ioreiscencia (Olympus 1 X70) 

Método 

Todas las líneas celulares se cultiváron en DMEM suplementado con 5 ó 10% de FBS 

inactivado por calor. En ningún caso se emplearon antibiótic.os. Durante el 

mantenimiento, se subculti\1~~6~ en. una proporción .de 1 :3 a> 1':s de aclú~rdo a los 

requerimientos y caracterísf.ica¡; de cada célula. Para lacriopr-eserv~ción', se preparó 

una suspensión de 2x106 cé1u1as1ml../cri~vial e¡n rl1edio con1p1¿t<Ami~. Drviso (sºJo), se 

congelaron gradualmente y se conservanennitrógeno.lfquiclC> {-;125ºC).<. 

2. Adenovirus 

El adenovirus es un patógeno humano, por lo que todos los procedimientos deben de 

llevarse a cabo en campanas de flujo laminar, usar guantes y todo elmaterial empleado 

debe de ser descontaminado con un desinfectante antiviral antes de tirarlos como 

desechos biológicos. Las alícuotas de virus purificados deben de conservarse a -BOºC. 

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** CMV 

AdGFP/RGD GFP RGD CMV 

Ad5-ó24/GFP (E3") Delación 24 bp .CMV •.. 

Ad5-ó24~ Delación 24 bp 

Ad5-ó24E3 Delación 24 bp 

Ad5-ó24RGD/GFP(E3") Delación 24 bp GFP.zeo 

Delación 24 bp 

Ad5-wt300 

Ad5-wtGFP CMV 

Ad5-wtRGD RGD 

'RGD = Arg-Gly-Asp; **GFP = proteína fluorescente verde; **CMV = citomegalovirus; §GFPzeo = 
proteína fluorescente verde-gen de resistencia a zeocina (antibiótico de selección); 11obtenido del Dr. 
Juan Fueyo (M. D. Anderson Canear Center, Houston, Texas, E. U.). 

2.1. Construcción de los adenovirus 

Reactivos y material biológico 

•Agar (Sigma Chemical Co .. Missouri, E. U.) 

•Cloruro de sodio (Sigma) 

•Extracto de levadura (DIFCO) 

•Medio S.0.C. (lnvitrogen, California, E. U.) 

•Triptona (DIFCO laboratories, Michigan, E. U.) 

•Antibióticos: ampicilina (50 µg/ml), kanamicina (30 mg/ml) (Sigma) 

zeocina (25 µg/mL) (lnvitrogen) 

·Bacterias: BJ5183 (Stratagene, California, E. U.) 

DH5a (lnvitrogen) 

·Enzimas de restricción (New England Biolabs lnc .. Massachusetts, E. U:): 

Af/11, BsrGI, BstXI, C/al, Mfel, Mutilí Nde/.J?~cl;Spj,¡, Swal, Xbal 
•Plásmidos: pBHG10 (Microblx Biosystems lnc., ohtario,C~~aclá) 

pShuttle (Stratagene) 

pTG3602 y pTG4050 (Transgene, Estrasburgo, Francia) 

pTracer-SV40 (lnvitrogen) 

pXC1 (Microbix Blosystems lnc.) 

FALLA DL :_:. ·-"L 



Materia/y equipo 

•Aparato de agitación a 30ºC y 37ºC (New Brunswick Scientific, Nueva Jersey, E. U.) 

•Baño a 42ºC (Fisher Scientific) 

•Cubetas para electroporación de 2.0 mm (Biorad, California, E. U.) 

•Electroporador E. coli Pu/ser (Biorad) 
- -_ --= ~;C~-""-=~-'-- =-C'::---='-
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o Equipo de purificación de plásmidos QIAGEN Plasmid Mini, QIAfilter Maxl y Endofree Maxi 
'. ·· ..... ¡ . .·• . ' 

QIAGEN, California, E. U.) 

·lncubador de bacterias a 30ºC y 37~C (rnod~1o.J2-140)(0uincy Lab, lllinois, E. U.) 

•Matraz de Erlenmeyer (Fisher) 

•Microcentrlfuga· (Eppenddrf,. Nuev~ ,York;: E; U'.)·. 

•Platos de Petri de plásÜc~ CF,ish~r) ·:> , 
·Tubos de p~lie~tir~~o 17~-loo mm co'ii t~pa (Fisher) 

- . ..,_, .- ::. -- .- :_e -. -·,;' ".;'·;·- . >·';. ':\"' ·:~"'. . ". 

Método 

Las recombinaciones horn1

ólog'as fueron. realizadas en E. co/i por transformación por 

choque. térmicóo elé9tropC:rfá6.iÓri?s~ in_cu~arien medió S.O.Q. por 1 ·h con agitación 

(3oo rpm) a soº6 (plásrT1id~~ >10 .. kb) ·¿ ~?ºe (<1 o kb) ·para su recuperación y 

posteriormente se centrifugan, se resLs~~rideri. e~ 100 µL del mismo medio, se 

extienden sobre una placá de ; ~§a.r [uria~Bertani (LB) (agar+extracto de 
·.· .. ,.< .. -

levadura+NaCl+triptona) suplementada cofi el antibiótico de selección correspondiente 

y se incuban hasta que las bacterias crezcan. Se recogen colonias individuales y se 

inoculan en tubos con 2-3 mL de LB Ííquido + antibiótico y se agitan a 30ºC y 37ºC por 

>8 h. El plásmido se purifica a pártir de 1-ml de estos preparados y se analiza por 

digestión enzimática para elegir la colonia que contiene el DNA correcto. Finalmente, 

se elabora un cultivo bacteriano. de 250 mL y el plásmido se purifica empleando el 

equipo de QIAGEN. 

2.1.1. Clonaje 

AdCMVLuc y AdGFP Son adenovirus no replicativos con genes reporteros cuya 

expresión puede ser cuantificada u observada. Sus cassettes de expresión están 

compuestos por el promotor proveniente del citomegalovirus (CMV) más el gen que 

codifica la luciferasa de luciérnaga o la GFP y la señal de poliadenilación del SV40. 
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Estos se subclonaron en .el plásmido p)(CJL.1 que contiene el extremo izquierdo del 

genoma -del adenovirus,;,(obtenido-del · or.-.Grahám, MC::Master Tlr1iversity, Hamilton, 

Canadá) y se recombinó por homología con el plásmido pTG4050 que posee el resto 
del DNA \/iréll.' ··- ·. ... . . - • . . 

El ~d(3J'lO~i[~§J~plÍ9ati1Jo·Ad5-ti24Üue ()§!,en ido·· del_-qr; Juan~ Fu_eyojT11e-o Univ'e rsity • ()f 

Texas.M.:D.;Anci~~~o6"'..c~FC:~f ª~r1't~r('[~:*ª~· ~·p:~.):yc~niié~~-~naci81,e6i~n -~.~-24 bp 

(Ad5 923 -a .. 946)icorr~spondi~nt~-~ila se¡duE3nci~:-de:·amin~ácidos L'1~2 TCHEJ\Gf=12e·9e_la 

proteína E1 A' que :es.:lle9-~~~~}i~-J~Jr~.1~ ~~i~~·· d~1-~fr~~ ~-la.pRb d~ ·la ~é1J1~ h~ésped 
(Fueyo et al., 29o'fü; 1'§ri'.' pr,l~~'r. i'ugár, ~f IJ,i_ás[nido pX()1-L\24 fu~ c~~~tr~(do por la 

muta génesis· dirigid~}d~IplamidOpXc}''p~ra~liíllin~r las bases 92Sa_~46-.d~Jél unidad 

:~~:~;:~~~6;gB~~,d~:Z:~J~~~!~~~~~i~~·~~i:'d:~:~~;¡~~Á~~~~1Wtt~JL:: 
y AdGFP fue realiz~da-:p~f r~c9mbira? ióff honióloga --~e í~ 'regÍ~n Ei{qÜé 6,ontiene el 

gen de la lu.cifera~~{ ~.é '.~ ~Ff,"9;·_el __ .fr~~rri~nt~ ~-e :E1.Aei".'.P\á_st1'id~---J~d~~24, con 

pVK503, que corisis~e.•en_el·.r~sto:del g~-nOrri~ d,~I yirus i~pluíd~;lélÚib'réi wut~da ··con 1.a 

secuencia RG D.· El. genoma de c5éld:~ ~ir~i-tu~ Ubef~d9 d'.~1: p}~sníid~ ~-or. digestión con 

Pacl y transfectado a células '293 pá~a Óbt~rie} ej,adén81/irl.I{ · 

Variaciones del Ad5-ti24 

Ad5-~24/GFP Se trata de. un adenovirus cuyo gen E3 ti.le SustituidO por el .transgén 
; . '·--- '.:.:-. 

GFP-zeocina y se comporta de forma equivalente a Ad5-ó24. Se ccirjstruyó elplásmido 

pE3-GFPzeo mediante la clonación de un fragmento obtenido á·partir déL~l¡:isrríido 
pTracer-SV40 que contiene el promotor de CMV y la secuencia 'd¿:;tiF~·fLl~iC>nád~ bon 
el gen de resistencia al antibiótico de selección, zeocina, énih1<c)€§'A,,.:~qúe es uri 

J ••••• ,.· ·.·-· • •• ¡ .. '·· 

plásmido diseñado para introducir genes heterólogos en la región E3 clel>acleno\/irus. 

Posteriormente, el fragmento Afnl/Sphl proveniente de pE3-GFPzeo se'recbmbinó por 

homología con el plásmido pTG4050 (que contiene el genoma viral excepto los genes 

E1 y E3) para generar pTG4050-GFPzeo. Finalmente, se co-transfectaron células 293 

con los plásmidos pXC1 ~~24 y pTG4050-GFPzeo para obtener el adenovirus. 

rp~ic;T"i:-· · .. :~ ;----r 
'._.-..i: :, 

¡. 

L_}~:--.. ~.~"--~-·---······ ---------- -·····-·· --- .. 
' 
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Ad5-ó24E3 Este adenovirus es una versión del Ad5-Ll24 que conserva el gen E3. Los 

fragmentos provenientes de. la digestión=: enzimática =ae -pXC 1 ;;ó24 ·=·· (BstGI/ Xbal y -
. ' 

Xbal/Mfel) que contienen la. región E1A con)a delación de 24 bp y)a E1 B fueron 

ligados con el fragmento BstGl)Mt~I del plásmido pS°huttl~ dandd ~om~ resultado 

p8huttle-ó24. Este se recombinó con pTG3602 · (Chartier et al., 1996) para construir el 
- e -=-'=- - :-:e_- --=--=.oo..·_ =:-·,=-o;- --'º;'"=----=.'--,,-o._·~-=--=-~ _:,,, --

plásmido pó24E3+. 

Ad5-ó24RGD/GFP Esta es una .versión~idéntica a Ad5-Ll24/GFP a excepción de la 

presencia del motivo RGD en el glóbulo, de la fibra. El fragmento AtnllSphl proveniente 

de pE3-GFPzeo fue introducido ~or rec;mbinación homóloga al · plásmido' pVK526 

descrito arriba (Suzuki et al.; ~001) que contiene el genoma adenoviral i~clüyendo la 

región E 1 A con la delación ~24: 

Ad5-ó24RGD Este virus contiene ambos elementos, E3 y RGD, y fue_ obtenido a partir 

del plásmido pVK526 que se elaboró por recombinación homóloga.del .fragmento de 

E1 A que contiene la delación de 24 bp del plásmido pXC1-~24 con el plásmido pVK503 

(que contiene la secuencia adenoviral completa con RGD en la fibra) digerido con Clal 

(Dmitriev et al., 1998). 

Derivados del virus silvestre (wild type) 

Ad5-wt300 Está 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 Ad5 con el gen E3 sustituido por el transgén que codifica la GFP

zeocina. Se construyó a partir de pTG4050 por recombinación homóloga con un 

fragmento Atnl/Sphl del plá~miª~ pE3-GFPzeo. 

Ad5-wtRGD La composición dé este virus es idéntica a la del Ad5 silvestre excepto por 

la presencia de la secuencia RGD en el glóbulo de la fibra. Se contruyó el plásmido 

pVK50 (Krasnykh et al., 1998) a partir del plásmido pTG3602 (Chartier et al., 1996) por 

digestión parcial con Ndel e introducción 
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1998). El plásmido pNEB.PK.FH1RGD se elaboró subclonando el fragmento BstXl-Munl 

de pQE,KNOB.RGDHi. que contiene la secuencia que codifica RGD-4C, al pNEB.PK3.6 

(Dmitriev et al., 1998). pVK503 es el resultado de la recombinación homóloga de 

pNEB.PK FH1RGD con pVK50 digerido con Swal. 

2.1.2. Transfección de células animales por el método de fosfato de calcio para la 

producción de adenovirus 

El genoma viral de cada construcción fue liberado por digestión con Pacl y 

transfectados a células 293 para generar el correspondiente adenovirus. Los plásmidos 

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

formado por el DNA y el fosfato cálcico se acumula lentamente en el medio de cultivo 

(pH 6.96) ;dur~nte la iílcubación·p9r1~ :· 24 h en un ambiente bajo en.C02 (2.;4%) 

(Chen yÓkaY~m@,:1'9~z; 6i,~A~/6,k~yim~. 198~). . 

Reactivos . 

•BES 2x, pH 6,96 (1.07 g BES = ácido .. N.f\{-J¡i~f2:hld.roxietil]-2-aminoetanosulfónlco; 1 ;6 g NaCI; 

0.027 g Na2HP04•2H20 en 100 mLde agua destilada), filtrado. (Fisher) 

·Cloruro de calcio 2.5 M (13.5 g CaCl2 •6H20 en 20 mL de agua destilada). Filtrado. (Sigma) 

•DMEM 

•FBS 

·Células: 293 

Material y Equipo 

•Campana de flujo laminar 

•Congelador a -802C (REVCO, Carolina del Norte, E. U.) 

•Dos incubadoras, una a 37ºC/3 % C02 y otra a 5% C02 

•Platos de cultivo de 6 pocillos 

•Tubos de microcentrlfuga 

Método 
_- -·· -- -

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Se siembran las células 293 veinticuatro. horas antes del procedimiento en número tal 

que, en el momento de la transfección,·estén a SO% de confluencia (aproximadamente 

500,000 células/pocillo). Se cambiá él medio de cLJltivo por uno fresco (2 ml por pocillo) 

1-h antes. Se mezclan en un tubo de microcentrífuga: 2-4 µg de DNA/pocillo más 12.5 
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µL de CaCl2 2.5 M y la cantidad suficiente de agua bidestilada estéril para completar 

125 µL: Posteriormente, se agregan 125 µL de BES 2x, se mezcla y se deja a 

temperatura ambiente por 20 a 30 min para la formación del ca-precipitado. Añadir la 

mezcla DNNCaC'2/BES al pocillo gota a gota (total de 250 µUpocillo) mientras se 

mueve el plato de cultivo suavemente. Se incuba por 15 a 24h a 37ºC y 3% de C02. Al 

día siguiente se cambia el medio de cultivo, previa confirmación de la presencia de 

precipitado. La formación del adenovirus se obs.erva aproximadamente en 6 a 7 días 

por la presencia de células redondeadas que se despegan del plato fácilmente. 

2.2. Amplificación de los adenovirus 

Cuando se observa la formación de virus, se recogen células y sobrenadante y se 

tratan con 3 ciclos de congelación/desc6ngelación para liberar el virus deli.nterior de las 

células. Para .amplifl~~r lcís .virus no replicativos (AdCMVLuc, A~Luc·~§.ó.:AgGFP .y 

AdGFP/RGD) se emplea la línea celular 293, mientras que par~'X1~~c.f~~1Icativos se 

emplean las líneas Saos-2 o A549, que carecen de secuencias c'ó.P,;pf e~eAtarl~s a .la 

delación ~24, cultivadas a 90% de confluencia en platos de ·ta:~-~A~. ~J~~-~iv~rnente 
mayor. El sobrenadante por sí mismo puede infectar 5 platos del'rni~rllc:i árnafto del 

que proviene y el lisado lo hace en 20. Aunque el número de plat'6~ '.ciep~nd~ :de cada 

preparación, en el presente trabajo se emplearon generalmente 2o plafos-c:le 150rrím. 

Material y equipo 

•Centrifuga 

•Incubadora a 372C, 5% C02 

•Plato de cultivo de 100 mm de diámetro 

•Platos de cultivo de 150 mm de diámetro 

•Tubos cónico de centrifugación de 250 mL 

Método 

Las células se infectar;i, ya sea con virus purificado a una multiplicidad de infección 

(m.o.i) de 1 O (1 O unidades formadoras :de placas [pfu]/célula, véase titulación de virus), 

ya con lisado .celular o con sobrenadante de una preparación previa. Después de una 

incubación de 36 a 48h a 37ºC y 5% C02, el efecto citopático es evidente en 95-1 00% y 

1 0-20% de las células se despegan del plato, en ese momento se recogen junto con el 
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medio en tubos cónicos y se centrifugan a 1,500 rpm a 420 por 5 min. El sobrenadante 

se guarda a -802C para posteriores infecciones. El botón de células se puede guardar 

congelado en un volumen proporcional (1 :2) de medio hasta la purificaciÓn del 

adenovirus. 

2.3. Purificación del adenovirus 

Reactivos 

•Soluciones de cloruro de cesio (lnvitrogen): 

1.2 g/mL (40g CsCI en 160 mL Tris 50mM pH 8.1) 

1. ,5 g/mL (141.6g CsCI en. 220 m.kTris 50mM pH 8.1) 

•Tampón de diálisis (HEPES 1 O rnM, MgCl2-6 1;20 1-mM;~glicerol 10%) 

Material y equipo 

•Cassettes de diálisis (Pierce .10,000·MW) (Pierbe,•liHn6is; E.U.) 
- ·. .-. . ' ' _·:-, ::. . : . ·;; :·· ':. . '' ·. ~ ('' ., .. 

•Centrifuga (Beckman GS~6R) 

•Tubos de centrifugación (Beckman Ultracl~~r, 14X, 8~'rnm y25 x 89 mm) 

•Ultracentrffuga (Beckman L7) 

Método 

El botón de células infectadas se lisa pasándolaf> por tres ci.clos de 

congelamiento/descongelamiento en un volumen de J 5 o 30 mi.. .para liberar los 

adenovirus y la suspensión se centrifuga a 2,500 rpm por 5 min a 42Q para precipitar 

los restos celulares. Mientras tanto, se preparan tubos de ultr~C::érltrífuga ~on dos fases 

de cloruro de cesio, una de 1.5 g/ml en el fondo y. otra de 1.2'gf*L0sdbr~eUa; y arriba 

de ellas se vierte la suspensión viral. Se centrifugan los tubos a 1ª,obdfr~rii a.4ºÓ por 3 

h, de lo que se obtiene una banda de color blanco-opalino de virJs. s~ ~~t~a~ la banda 

y se somete a otro ciclo de purificación empleando el mismo gradiente y una velocidad 

de 35,000 rpm, a 42C por más de 18 h. Al final se obtiene una banda nítida de color 

blanco opalino correspondiente al adenovirus que se extrae y se dializa en un tampón 

con glicerol a 4ºC. Se hace una titlación del número de partículas virales por 

espectrofotometría (ver más adelante), se hacen alícuotas y se mantienen a -8020. 

2.4. Titulación de los adenovirus 

2.4.1. Espectrofotometría (densidad óptica) TESIS CON ¡· 
FAl I ' 1'1 1 ' ' . . ,. 1 1 • .. ;' A ·11, !. ,1,\1, 

.__ __ 1._J _l-'.' .. ·' •.. ~ . .! 
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Reactivos 

•Tampón de lectura de densidad óptica (Tris 10 mM, EDTA 1-mM, SOS 0.1%, pH 8.0) 

Material y equipo 

·Cubetas de cuarzo para espectrofotometrfa (capacidad de 100 µL) 

•Espectrofotómetro (Perkin Elmer, MBA 2000,-Massachusetts, E: U:) 

•Microcerítrifuga (Eppendorf) 

•Termomez.clador (Eppendorf) 

•Vortex (Fisher Scientific) 

Método 

Se toman 5 µL de 1:a suspensión viral dializada. y se añaden a 95 µL del tampón para 

lectura, se •111;ezclausa8do el v~rtex,se caUentapor 5 min a 56ºC yse centrifuga 1-mln 

para.p~ecipita~ etde~rif~s; 'se'mide la den~id~d optica. (Q. o.) ~n el espectrofotómetro a 
;' , ü. •• • "-·, : ·'i"c·. '· ... ' -.. . : -···¡···· - , •.. , ,_:;-- ' ... , . , .· -.-·. . _: ·" --, :, ... ·. '.'".'. -'· . . •: ' . . , :_ ·' .- . . ·. ··<· :· ··. ~~ .' ··' '• , .. ' 

una lorigitucl;Cfé'.orida -de 260 n'm>SérnÚltiplÍca el valor d9 Ói D( pórr20.,(factor de 

dilució~}y'la 6ifr~ resultante equivale a 1 ;1 x 1012 partículas virales (~v)/mL (Maizel et 

al., 1968). 

2.4;2. Ensayo de placa 

Reactivos 

•Agarosa de bajo punto de fundición 1.33% en agua (esterilizado en autoclave) (BioWhittaker 

Molecular Applications, Maine, E.U.) 

•Medio de infección (DMEM, glutamina 1 %, FBS 2.5%) 

•Medio 2x (DMEM 2x, glutamina 2%, FBS 5%;) 

•Células: 293 

Material y equipo 

•Campana de flujo laminar 

·lncubadora'a 37éc ~ C02 5% 

·Platos· de 6;p~dllos 

Método 

TESIS CON 
FALLA DE ORiGEN 

Brevemente,, se siembran células 293 a 90% de confluencia en platos de 6 pocillos y se 

preparan diluciones seriadas del virus purificado (generalmente 10"3 a 10·11
) en medio 

de infeccón 1 x. Se infectan las células con 1-ml por pocillo y se incuban a 37ºC y 5% 
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C02 durante toda la noche. Al siguiente día se cubre la monocapa celular con agarosa 

1.33% mezclada en una proporción 1 :1 con medio de infección 2x y se viertemedio de 

cultivo 1 x sobre la agarosa polimerizada. Los platos se mantienen en obs~rvación por 

14 días para contar el número de placas resultantes del efecto citopático del virus en 

cada pocillo. La unidad empleada en esta titulación es la unidad formadora de placas 

(pfu)/mL. 

2.4.3. Método espectrofotométrico de O'Carroll modificado (O'Carroll et a/?, 2ÓOO) 

El reactivo BCA se basa en el método de Biuret para cuantificación de pr~t~í~~s, que 

consiste en la reducción de un ion Cu2+ a Cu 1+ por la proteína en Úd medi~· alcalino. 

Dos moléculas de ácido bicinconínico del reactivo se combinan con Cu1+ forliiando un 

complejo de color púrpura cuya absorbancia se lee a una longitud de onda de 565 nm. 

Reactivos· 

•DMEM +. FBS 0.5% 

•Equipo BCA de cuantificación de proteínas (Pierce) 

•Células: 293 

Material y equipo 

• Espectrofotómetro 

•Miniagitador (MS1 Minishaker/USA Scientific Plastics, Florida, E. U.) 

•Platos de cultivo de 96 pocillos 

Método 

Se siembran 40,000.;c~)Ul~s ?.93por pocillo eri,pláto~.~Él 96 empleando 100 µL de 

DMEM con 0.5%··f:f3s, ;{ldíélsikuiente se infectan·con di1UÓiohes.sucesivas·.(1ooµL) en 
. - : .- ·,. _.- • ··. -- ~ - . ;• ,. -- ;· . -Vjl: ·~ .<- • - ~ ·: •• ·-. •· • •• ·- - • • -

una proporción dé 1 :5 dé la muestra (sobrenadantei IÍ~adb 6Ei1cfi~rí lisado~turnoral) en 

estudio. DespUes de 4 días de la infección, se calcula el número de células no Usadas 

en base a la cantidad de proteínas en el pocillo, para lo que se aspira el medio 

cuidadosamente y se agregan 200 µL del reactivo BCA (mezcla 50:1 de las soluciones 

A y 8). Los platos se incuban a temperatura ambiente con agitación por 2 h y se mide 

la absorbancia a 565 nm. Se elaboran gráficas en base a la concentración de proteína 

(eje Y) y la dilución (eje X, escala logarítmica) y se traza una línea perpendicular desde 

el punto en que la gráfica muestra la dosis citotóxica 50 (la concentración de proteína 
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es 50% del nivel máximo) y el punto de intersección sobre el eje X equivale al título del 

sobrenadante. El cálculo a realizar es: número de células destruidas (50% del número .. 

sembrado inicialmente = 20,000) x (cifra de intersección en el eje X) dividido entre 0.1 

(volumen de suspensión viral). El título se expresa en unidades de efecto citopático 

(CPE)/mL. 

2.4.4. Método basado en la transducción de genes reporteros 

(véase también "ensayo de luciferasa") 

Reactivos 

•DMEM + FBS 5% 

•Luciferina 

•Sangre total de ratón 

•Adenovirus: AdGFP y AdCMVLuc 

·Células: 293 

Materiél/Y equipo 

·Luminómetro 

• Micros~Ópicr lhverii.do. de fluorescencia 

•Platbs de c~lti~o'8é 96 pOcmos 

•Tubos 

Método 

Se siembran las células en platos de 96 pocillos (200,000 células/pocillo)eLdía anterior 

al experimento. Se hacen diluciones seriadas de los adenovirus empleando como 

diluyente sangre total o plasma de ratón. Se incuban durante 1-h y se adiciona 

DMEM/FBS. Veinticuatro horas después se observan en el microscopio de 

fluorescencia y se cuenta el número de células que expresan la proteína 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. Después 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. Caracterización de los adenovirus 

El DNA Viral purificado a partir de~,virus puro o de un lisado celular sec puede utilizar 

como mqlde o plantilla para cualquier técnica de análisis como la secuenciación, la 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR), la digestión con enzimas de restricción, 

entre otras. 

2.5.1. Purificación del DNA a partir de virus purificado 

Reactivos 

•Dodecil-sulfato sódico (SDS) 10% 

•EDTA500 mM 

•Etanol 70% 

•Etanol 70%/acetato de sodio 2% 

•Fenol/cloroformo/alcohol isoamílico (25:24:1) (Ambion, lnc., Texas. E. U.) 

•Proteinasa K (10 mg/ml) 

•TE pH B.O 

•Virus purificado 

Material y equipo 

•Microcentrlfuga 

•Termomezclador 

•Tubos de microcentrífuga 

Método 

Un número de 2 x 1010 partículas virales equivale a 1-µg de DNA. Tomando en cuenta 

esta cifra, se añade al volumen requerido de virus puerificado, SOS (concentración final 

0.5%), EDTA (20 mM), proteinasa K (200 µgtniL) y TE necesario para ajustar a 400 µL 
·- : -··;; - - ·:-- -- , .. __ ,.... -

finales. Se incuba por 1-h a 56ºC y ¿, ÓNA sé' e~fraé cbn fénOl/cloroformo/alcohol 

isoamílico, 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. Purificación del DNA viral a partir de células infectadas 

Reactivos 

•EDTA (500 mM) 



•Espermina-HCI (500 mM) (Sigma) 

•Etanol 70% 

•Etanol 70%/acetato de sodio 2% 

•Fenol/cloroformo/alcohol isoamílico (25:24: 1) 

·Proteinasa K (1 O mg/mL) 

•RNasa A (1 O mg/mL) 

•SDS 10% 

•TE pH 9.0 

•TE pH 8.0 
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•Tampón de lisis celular con desoxicolato (DOC) (etanol 20%, Tris pH 9.0 100 mM, desoxicolato 
de sodio 0.4%) 

Material y equipo 

•Microcentrífuga 

•Termomezclador 

•Tubos de microcentrifuga 

Método 

La base del método es la precipitación del DNA libre (incluyendo el genoma viral no 

encapsidado y el celular) para aislar únicamente el DNA viral encapsidado. Células 

sembradas en un plato de cultivo de 100 mm a' 90% de confluencia se infectan con el 

adenovirus a analiza.r. Cuando las celulas se observan redondeadas y flotántes (efecto 

citopático) se colectan; se centrifugan y el botón se resuspende en 400 µLde TE pH 

9.0. Se añaden 400 µL deltampón DOC y se pasan por la punta de lapip~t~~-1Sveces 
' ' ' 'e· .. -, 

para romper las células. Se transfiere a un tubo de microcentrífuga y se ~greg~n s'.µL 

de espermina-HCI, se mezcla e iricuba por 1 O iiíiil en liielo. Se observa la apari~iófl,dé 

un precipitado blanco correspondiente _al DNA no encapsidado y celular. 

Posteriormente se centrifuga y: se/ t6in~' el sobrenadante en un tubo nuevo. Se 

adicionan 4 µL de RNasa A y se: incub~ pbr 10 min a 372C. Se añaden 60 µL de SDS, 
. ' ".;- ,', 

40 µL de proteinasa K y 20 µ~ de'_~QTA y se incuba por 1-h a 37ºC. Se extrae el DNA 

viral con fenal/cloroformo/alcohol isoalTiílico 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. 

-, 



2.5.3. Análisis del DNA viral 

2.5.3.a. PCR y digestión enzimática 

Reactivos 

•Agarosa (Sigma) 

•Agua desionizada 

•Bis-acrilamida (Bio-Rad, California, E. U.) 

•N,N,N,N'-Tetrametil-etilendiamina (TEMED) (Bio-Rad) 

•Persulfato de amonio 

•Tampón Tris base-ácido bórico-EDTA (TBE) 

•DNA viral 

•Cebadores: E1a-1 

E1a-2 

Fiber-up 

Fiber-down 

AdE3-up 

AdE3-down 

5'-A TT ACCGAAGAAATGGCCGC-3' 

5'-CCA TTTAACACGCCATGCA-3' 

5'-CAAAÓGCTGTTGGATTTATG-3' 

5'-GTGTAAGAGGATGTGGCAAAT-3' 

5'-CTAGDTCGCGCCCTTTCTC-3' 

5'-ACGGGGTTGAAGGTATCTTC-3' 

•Enzimas de restricción (New England Biolabs, lnc.): 

BstXI 

Pc1l 

Buffer 3 y 4 

BSA (0.1 mg/mL final) 

•Premix Taq (TaKaRaBiomedicals,·Shiga, Japón) 

contiene: ~Polimerasa TaKaRa Ex Taq™ 1.25 unidades/25 µL 

•Mezcla de dNTP (0.4 mM cada uno) 
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•Tampón Ex Taq™ 2x (TAPS 50·mM, KCI 100 mM, MgCl2 
4 mM, 2-mercaptoetanol 2 mM) 

Material y equipo 

•Aparatos de electroforesis, horizontal y vertical (Bio-Rad) 

•Termociclador (Perkin Elmer, Geneamp PCR system 2400) 

•Termomezclador (Eppendorf) 

•Tubos para microcentrífuga (1.5 mL) 

•Tubos para PCR (0.2 mL) TESIS CON 
FA1_L{\_I!~ .. '.·:'.j :~L~ 



48 

Método 

La delación .ó.24 y la presencia de ES fueron analizadas por amplificación por PCR de 

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

Se mezclan en tubos de PCR:- , Agua -

DNA 

Cebador 1 • (20µM) 
·.·- -.--· '· ' 

Cebador 2•(20µM) 

Tampón E;Taq r~ 

Las condiciones para el PCR son: Desnaturalización 

Alineamiento 

Elongación 

Número de ciclos: 30 

para completar 50 µL 

<1 µg 

2.5 µL 

2.5 µL 

20µL 

952C 30 seg 

602C 30 seg 

722C 1 min 

Las reacciones de PCR fueron seguidas de,digestión con BstXI (productos del par E1 a-

1 /E1 a-2) o con Pc1l (productos dé ES-sens~/ES~~ntisense). Posteriormente se corren 

las muestras en un gel de ~g~ro~a ~1-1%;-l~-pr~i:;E!ricia de la secuencia RGD en los 

virus fue analizada por PCR<de u~ fr~grn~htq -d~ la fibra comprendido entre los 

cebadores Fiber-up/Fibe~~d~\Nhen ull: g~I dé aC::rifarnida al 6%. Como método adicional, 

se realizó la s~cuéncia6Íón,·d~l~~ré:gi~ne~-~~·- i;fe.~E3s de E1A (CR2), ES (ADP) y la 
<· , .. , '- . 

fibra (RGD). Para ello, se emplearán los mis'rnC>s. oiigonucleótidos E1 A-1 y Fiber-up 

empleados en la PCR y para analizar ADP se utilizó el cebádor E3-adp. 

2.5.3.b. Secuenciación 

Reactivos 

•Agua 

•Equipo CEO™ 2000 Oye Terminator Cycle Sequncing (Beckman Coulter, lnc.). 

•DNA viral 

•Cebadores: E1a-1 

Fiber-up 

E3-adp 

5'-A TT ACCGAAGAAATGGCCGC-3' 

5'-CAAACGCTGTTGGA TTT ATG-3' 

5'-CAGCGACCCACCCTAACAGA-3' 



Material y equipo 

•Secuenciador CEQ™ 2000 (Beckman Coulter, lnc.) 

•Termociclador (Perkin Elmer) 

•Tubos para PCR (0.2 mL) 

Método 
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Los reactivos.deben ser man.tenidos.en hielo durante la preparación. En un tubo para 

PCR se mezclan: 

Agua 

O NA viral 

Cebador {1.6 µM) 

0-9.5 µL 

0.5-10 µL 

2.0 µL 

Master mlx quick start.:::.8=.0'-'u=L,__ __ 

Total 20 µL 

Condiciones de PCR: 

Número de ciclos: 

Desnaturalización 

Alineamiento 

Elongación 

50 

96ºC 20 seg 

502C 20 seg 

60ºC 4 min 

Posteriormente elDNAamplificado se precipita con etanol 95% a -20ºC yse centrifuga 

a 14, 000 rp~~a 4ºG por 15 min: Se aspira el etanol y el botón de DNA se lava dos 

veces con etél.~ol7Cf% a -2oQC. Se deja secar por 40 min y se resuspende en 40µL de 

la solución de carga. Las muestras de esta manera preparadas se cargan en platos de 

96 pocillos especiales para el secuenciador CEO™ 2000 y se cubren con una gota de 

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

2.5.4. lnmunoprecipitación y detección de proteínas por quimioluminiscencia 

Reactivos 

•Bis-acrilamida (Bio-Rad) 

•Equipo de detección de ácidos nucleicos por peroxidación de luminol "ECL" (Amersham 

Pharmacia Biotech, Nueva Jersey, E. U.) 

•Fenilmetilsulfonil-fluoruro (PMSF) 1-mM (Sigma) 



•Leche descremada en polvo 

•Metano! 

•Persulfato de amonio 

•Proteína A/G~agarosa (Santa Cruz Blotech, California, E. U.) 

•SOS 

so 

•Tampón de carga,de protefnas2x~(Tris~HCl 0250 mM," pH 6.8; SOS 2%, glycerol10%, di-tio-
-'-..::o~-

treitol .. [DTT] 2.ómMtaz~I de'br?mofe~ol. 0.01. 'Yo) .· 

•Tampón de llsis~el,~i~r frri~ SO~~ pH a'.o,E'DTA 5 mM, Nael 250 mM, TritonX-100 0.1%) 
·TEMEP (Bio"~acl) ; . .. .. . . . . . . . . . 

·Tris-HCI 
,--, 

•Tween 20 

•Adenovirus: Ad5-wt300, Ad5-t.24 y Ad5-t.24RGO 

•Anticuerpos: ..,.Anticuerpo (lgG2a) de ratón anti-E1A (M73) (Oncogene Research, 

Massachusetts, E. U.) 

•Células: 

..,.Anticuerpo anti-pRb (Santa Cruz Biotech) 

..,. Anticuerpo anti-lgG de ratón conjugado a peroxidasa de rábano (HRP) 

(Amersham Pharmacia Biotech) 

A549 

Material y equipo 

•Cassette metálico para exposición 

•Membrana de fluoruro de polivinilideno (PVOF) (Bio-Rad) 

•Pellcula para detección de quimioluminiscencia BioMax ML (Kodak, Nueva York, E. U.) 

•Revelador de placas radiográficas (Konica QX-70, Kohica Medica! lmaging, Nueva Jersey, E. 
U.) 

Método 

Se siembran células A549· a una confluencia de 85-90% en platos de 100 mm y se 

infectan con 1 oó partículas virales (pv)/célula de Ad5-wt300, Ad5~t.24 o Ad5-t.24RGD, 

más uno de co11tr0I sin virus. Al día siguiente se colectan las células, se centrifugan, se 

lisan empleando: el tampón de lisis con PMSF, se incuban en hielo por 15 a 30 min y se 

vuelven a centrifugar. El sobrenadante se pasa a un tubo nuevo con anticuerpo anti

E 1 A (concentración final de 5 µg/ml) y proteína A/G-agarosa y se mezcla durante más 

de 3 h a 42C para formar el inmunoprecipitado. Se lava 4 veces con tampón de lisis 

seguido de centrifugación y finalmente, se resuspende el precipitado en tampón de 
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carga 2x y se calienta a 95ºC por 5 min. Las muestras se corren en un gel de 

acrilamidá (7.5 a 1 O%fyse transfiereriaüna·membrana de PVDFpreVlamente tratada 
. ; ,· . 

con metano!. Esta se.· bloquea con :rss-Tween + leche en. polvo. durante 1-h a 

temperatufa élmbi~nte, k~-1aJa y aplica ~f anticuerpo primario (anú-F!b ·~ · ~nti~E1 A, 2 

µg/rT"lL en:_'ª· ~ol~ciÓn de bloqueo), se vuelve a lavar y se trata con el anticuerpo 

secundario (ánti~ratón-HRP, 1 :2000) seguido de otro lavado pára ser procesada con los 

reactivos 1y2 d~I ÉcL y expuesta a una película para quimioluminiscencia. 

3. Cuantif_icaéión de CAR e integrinas a.V¡33 y a.V¡35 por citometría de flujo (FACS) 

Reactivos 

•Azida de sodio (NaN3) (Sigma) 

•Albúmi~a~~rica de bovino (Sigma) 

•PBS 

*PBS + BSA 1% (1-g de albúmina)= PBA 

**PBA + NaNa 0.1 % 

•Tripsina-EDTA (0.05%) 

•Anticuerpos: llll-Anticuerpo (lgG~b) •:Rrn~B de ratón (anti"CÁR) (obtenido del Dr. Paul 

Reynolds; Óentro d~ T~ra~ia G¿nlca, · l.Ínive;~idad ele f\labama el1 · Birmingham, 

•Células: 

E. Ui) (1 ~S ;ng/~.Lr'> ~ · 
..,. Ariticue'rpo (lgl'.31 ;) · Ctv16qg 'ae: ráté>n. (anti~uV¡33f.(Chernlóol1' 1 ntemational · 1 ne., 
California, E: u.)(1-mci1~·Lj ' -· ·.·· . . . . . ..·· . .. ' . ' . . 

llll-Anticuerpo .(lgG1) P1 Fá: de'r~fón' (áñti-&V~5) (Ch
2
emicOn lnternátional lnc.) 

' - • \ " _.- " ' • ~· • • ><~ : : , , • 

(1-mg/mL) 

llll-Anticuerpo de cabra anti .. lgG .dé :rat<)n conjugado con isotiocianato de 

fluoresceína (FITC) (Ja6ksÓh <.1nilTIUrioResearch Laboratories, lnc., 

Pennsylvania, E. U.) {0;7S hi~1n1Ú· 
293, A549, D65MG, HeLa, ~Nq~~.n~o. SKOv3.ip1 

Material y equipo 

•Citómetro de flujo FACScan (Becktori;pickih~on) 
•Tubos de fondo redondo para FACS (~alcio~ 35-2054; Beckton Dickinson, Nueva Jersey, E.U.) 
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Método 

Laá moríocapas-de lás células a analizafse~lavaffcoílPBS;-=s'e-despegan-delos plafos 

con tripsina y sEl lélvan. 2 vece~ eri PBS t albúrninél 1 °/o j" a~id,a d.El S?dio 0.1 % (tampón 

de lavado) .. Posteriorrnente se cúentan y se resuspenden '3n tubos de fondo redondo 

por triplicado (Sx105 célul~~/tubo). Se ~e~clan. con 100 µL 'del anticuerpo primario 

correspondiente··(dilució~_ ... 1:1 oód-'enfPBA) ... _ec_incuban.en<hielo •. por 30 minutos. Se 
. . ·. '· '.; ,. .. .· , • ··.··. . . . - '·- .. :¡ 

vuelven a lavar2 Veces con.eltampóh.delavado/sereúspénden yse mezclan con 100 

~LL del anticuerpo se~Únd~r,id'c.cinj~g~~();C:og~~F·lfC-(dilUciÓl1'1:5ffen PBA). Se incuba en 

hielo por 30 min, se lava~, 2. ~e6es con el tampón de lavado y se resuspenden en 

500 µL del mismo. La lectura se realiza en un citómetro de flujo FACScan y los datos 

se analizan con el programa WinMDI 2.8. 

4. Estudio de transducción (ensayo de luciferasa) 

Reactivos 

•Albúmina sérica bovina 

•Luciferina (Promega) 

•Reactivos para cuantificación de proteínas A, By S (Bio-Rad) 

•Tampón para lisis celular (Promega, Wisconsin1 E. U.) 
·- - -

•Adenovirus: AdCMVLúcy AdLucRGD. 
,. .. -·-· ' ·' 

A549, HeLa, LNCaP; D~MG.65, R()ySKOv3.ip1 •Células: 

Material y equipo 

TEsrc; r,ni\r-----i 
-· .! JJ.1 ! 

Fj\ ,. L. f' ,, ,;, ,.. · .... , -r.~: .• , •. 1 . ¡ ,\ ¡ . (• . '. '' l¡ 
• .J 1- ~ ,./ •· • ~. • ·' • •. Hi J)) j --- "'"'··-·-- ... - .. _.. __ ,._.,_.,_ 

•Lector de microplacas basado· en espéetrofotometrfa (Molecular Devices Corp., Emax, 
• ·'·f,;<>'· ¡". ' ' - . 

California, E.U.) 

•Luminómetro (Berthold, LumatU3"950,J. }\u~tralia) 
•Microcentrífuga 

•Placa de ensayo de 96 pocillos de fondo plano (Falcon 353915, Nueva Jersey, E.U.) 

•Plato de cultivo de 12 pocillos 

•Tubos de microcentrífuga 

•Tubos de poliestireno para lumlnometrfa (No; 55.476, Starsted lnc., 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 

'\ 
1 
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no requiere modificación postraduccional y la eficiencia con la que produce luz es alta. 

Para realizar el ensayo, se transducen las células sembradas eríplatos.de 12 pocillos 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 línea celular). Después 

de 48 h, las monocapas se lavan cuidadosamente con PBS, se adiciona una cantidad 

mínima (200 µL en platos de 12 pocillos) de tampón de lisis celular y ~e d~sp~g;~ del. 

pocillo. Se transfiere el lisado a un tubo de microcentrífuga, se centrifuga por5 seg a 

12,000 x g y el sobrenadante se pasa a un tubo. nuevo. Se mezclan 20 µL del extr~cto 

celular con 1 oo µL dél. sustrato ·(luciferina) ámbos a temperatura él~bie~te.~Dehido a 

~:in~::·~~,1~~~~.:f ~f~.J;~~~~:~~~~~¿r~~~~~ii~~t~~Í~~~;1;~¡~l~~ 
por µg de proteina, · para:.lo cual se cuantrfrca la concentracron'de proteína; total en cada 

:~;~~ªº:~1:l~ª~:~f 'f f ,~~º!é:d~~1~JWéi~,~~~l~iá~~~~~1i~fü:~:;v~ 
(reactivos A, S y B) y la absorbancia de la muestra se cuantifica en un 

espectrofotómetro a una longitud de onda de 750 nm tomando como base una curva 

estándar de proteína. Los experimentos se realizan por triplicado. 

5. Análisis de la replicación del adenovirus in vitro: incorporación de BrdU 

Reactivos 

•Bromo-desoxiuridina (BrdU) (Amersham Pharmacia Biotech) 

•EDTA (500 mM) 

•Espermina-HCI (500 mM) (Sigma) 

•Etanol 70% +acetato de sodio 2% 

•Fenol-cloroformo-alcohol isoamíllco 

·Proteinasa K(10 mg/mL) • 

•Reactivó ECL (Arnershání•Pharmacia Biotech) 
·RNasaA(1om9lrntr.-¿ t .... 
•SOS 10% 

·SSC 2ox.(NaÓl•gM; titfato',de sodio o.3M, pH 7.2) 

TESiS CON j 
FA, •. ' ... ·• ~'"'T.,]_~-• 

f . 1 ' :, i ·:. l 1 1 I • 1 , " 

Lil .:. > '_,;\l\r ~1 .. ~ i 
-····· -··· .. __ ·- . . .. .... - ... _____ .J 

•Tampón de llsis~6e1Lllar con desoxicolato (DOC) (etanol 20%, Tris pH 9.0 100 mM, desoxicolato 

de sodio 0.4%) (Sigma) 
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•Tampón TBS-T (tris 50 mM, NaCI 150 mM, Tween 20 0.2%) +leche descremada en polvo 5% 

•TE (Tris 10 mM, EDTA 1-mM) (pH 9.0) 

•Anticuerpos: "":Anticuerpo lgG 1de ratón antl-BrdU (DAKO Corporation, California, E. U.) 

· "":Anticuerpo de conejo anti-lgG de'·ratón conjugado a peroxidasa de rábano 

(HRP) (Amersham PharmaciaBiótech, Nueva Jersey, E. U.) 

•Enzima de restricción:. Hinc:AI 1 (New England Biolabs) ... 

Materia/y equipo 

•Cassette metálico para exposición 

•Horno al vacío 

•Hybond N(+) (Amersham Pharmacia Biotech) 

•Película radiográfica (Kodak Biomax ML) 

•Revelador de placai;; radiográficas 

•Retador 

Método 

Se preparan células A549 en platos de 6 pocillos a una confluencia de 85-90% y se 

infectan con los virus Ad5~L\24 o· Ad5-L\24RGD a una dosis .de 0.01 pv/célula. 

Posteriormente se mantienen,énDMEM con FBS 5% y BrdU (1 µCi/mL)'. Células de los 

pocillos correspondientes s~ recogen a los días 2, 4, 6 y 8 después de la infección' por 

raspado y resus¡:>ensióM eh sÜ .medio. Cada uno se centrifuga y el botón celular se 

resuspende en 200 JLde TE6H9.0. Las muestras se procesan de acuerdo al método 

de purificación de ·DNA por espermina previamente explicado. El DNA precipitado con 

etanol y acetato dé sodio se lava con etanol 70%, se seca y finalmente se resuspende 

en 25 µL de TE. Este DNA puede guardarse a -20ºC hasta su digestión. 

Una vez que se han obtenido todas las muestras, se digiere un tercio (8 µL, equivalente 

a 600,0.00células tratada;s) conHibali't y se corren en un gel de agarosa al 1%. Se 

transfieren las rnüestras a üh<l;illl~mhraña.:de nylon por capilaridad por toda la noche en 

ssc 1 Óx; La memhra'n~··sa:hdrh~a ~18ClºC al vadro por 90 min y se bloquea con tampón 
. - ·- -- ·----- .--· ,.,. -¿' -· 

de bloqueo (TBS-t) ¡:>or:•3 haÜemperatura ambiente. Se lava y se trata con anticuerpo 

de ratón anti-BrdÚ (1 :2000) en TBS-T por 1-h. Se da un segundo lavado y se trata con 

el anticuerpo secündario conjugado a HRP (1 :2000) en TBS-T. Se expone al reactivo 
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ECL por 1-min con previo lavado de la membrana y se expone a una película 

radiOgráfica-por 3 seg; -- -

6. Oncolisis i~vitroi célul~s'en monocapa 

El objetivo del estu'dio es demostrar que dosis bajas de adenovirus son capaces de 

eliminar--~céfu1~s-tun-loraTes2mediante la replicación misma.-La-s.--1.ín,eas-éell.llares- 59-·· 

siembran en pi.ates: de:'..6 pocillos a 85-90% de confluenci.a y se- infe~tan con 0.001 ó 

0.01 pv/célula de i~s sig.uientes adenovirus: AdLucRGD, Ad5.:~24,-Ad5.:~24RGD yAd5-
. ',: .· ·. ' 

wt300. Después de 8 a 28 días, dependiendo de la línea celular, se realizan los análisis 

que se describen a continuación. 

6.1. Ensayo de viabilidad celular con XTT 

Reactivos 

•DMEM sin rojo de fenal 

·FBS 

•PBS 

•Tripsina/EDTA (0.05%) 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

•XTT (3'-[1-(fenilaminocarbonil)-3,4-tetrazolio]-.bis-(4-metoxi-6-nitro) benceno ácido sultánico 

hidrato de sodio) + 1 % metosulfato de fenaziria (PMS) (Sigma) 

Material y equipo 

•Cámara de Neubauer (Hausser Scientific, Pennsylvania; E. U.) 

•Espectrofotómetro 

•Incubadora a 37ºC, C02 5% 

•Microscopio 

Método 

Se reconstituye la sal de XTT + PMS en PBS a una concentración de 1-mg/mL. Cuando 

las células- ihféÓtadas~rni.Jesfran datos de <citopatogenicidad se aspira el medio de 

cultivo con su~o cuidado y se intercambia por una mezcla de DMEM sin rojo de fenol y 

una cantidád de XTI equivalente al 20% del volumen de medio de cultivo. Se prepara 

un grupo de pocillos 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 

----------------



56 

vierten 200 µL del medio/XTT de cada muestra a pocillos Individuales de un plato de 96 

y se mide la absorbancia a una longifüi:I de onda de 450 nm. Las células no infectadas 

se tratan con tripsina y .se cuentan erripleando una cámara de Neubauer después de la 

exposición al XTT. El númerodecé1'u1as viablesen los pocillos en estudio se calcula en 

base a la absorbancla número del grúpo control. 

6.2; Tinción éorí cristal violeta 

Reactivos 

•Agua 
. . 

•Cristal violeta (1 % eri etanol 70%) (Fisher Scientific) 

•Etanol 

•Formaldehído neutral 10% 

Método 

Al finalizar la .cuantificación de la viabilidad celular por XTT, se aspira cuidadosamente 

la totalidad del medio/XTT de las células infectadas y se fijan con formaldehfdo durante 

1 o min a temperatura ambiente. Este se retira por aspiración suave, se vierte la 

solución de.cristal violeta y se incuba por 20 min. Se retira la solución y se enjuaga con 

agua 3 ó 4 veces con el cuidado de no despegar las células. Se secan sobre la mesa 

de trabajo. 

6.3. Efecto del bloqueo del receptor primario (CAR) 

Reactivos 

•Proteina del glóbulo de la fibra del adenovirs tipo 5 purificada (50 µg/mL) (obsequio de la Dra. 

Joanne Douglas, Centro de Terapia Génica, Universidad de Alabama en Birmingham, 

Birmingham, E. U.) 

•Adenovirus: Ad5-wt300 y Ad5-wtRGD 

•Células: A549 

Método 

La fibra es la parte de la cápside del adenovirus a través de la cual se adhiere al 

receptor primario CAR en la superficie celular. La fibra eh solución puede unirse al CAR 

y bloquear la interacción del adenovirus con la célula. 

1 
1 ¡ 'f\ 1 
1 :i ... 
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Se siembran células A549 en platos de 6 poóillos~\i cüando alcanzan 80% de 

confluencia se tratan con una solución de. la fibra del adenovi.rus (15 µg/pocillo en 250 

µL). Se incuba a temperatura ambiente por i O .rnh1.PÓst~ri;()~merite se les agrega la 

suspensión del virus corr€lSP~ll~I~'"!!~ ~?~::~tS~Q9~_().::-~d~~~G~I::) · .. ~ ... llr'lª 9osis _de 0.001 

pv/célula en 300 µL y se incuba por 30 min más a'temperatura ambiente. Se lava 2 

veces con PBS y se adiciona 1-mL de DMEM-FBS 2% y se incuba a 37ºC por 1-h. 

Añadir DMEM-FBS 5% y mantener en la incubadora a C02 5% y 37ºC. Las células se 

tiñen con cristal violeta para la evaluación del efecto oncolítico. 

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

y sin E3 

Reactivos 

•Agarosa de bajo punto de fusión al 1. 33% 

•DMEM 2x con 10% FBS 

•PBS 

•Adenovirus: Ad5~624R(3 D y Ad5-624RG D/G FP 

•Células: A549 

Material y equipo 

·Computadora (Gatew.ay,,(:;álifo_rria;>~ •. U.) 

•Microscopio invertido de' flu9r~~2endia (Olympus 1X70) 
·Platos de cultivo de 6 i:>oéi1i6J •·· .·· .. .. .. . 
•Sistema de captura d~· inl~~W6é.~ dJ~it~Jiz~das:(Optronics, MagnaFii"e, California, E. U.) 

Métodos 
-: --- " ; .. tj 

. ' ¡:·.· 
- ¡-~ -

Se siembran. las céltJl~s él:85-9b'% dé cóAfú1em~iá y se infectan con los virus a 0.01 

pv/célula en 1-ll'lL; ~b~ ~oéillo por 18 h, ALdí~.:~iªÚiente se aspira el medio, se lava una 

vez coh PBS;i~S·cup.re'frcon una mezcla de agarosa y DMEM 2x en proporción 1 :1 y se 

espera la fOrmaclÓn de placas. Después de 12 días se toman fotografias de 25 placas 

en el micros?:~pio a un aumento de 1 OOx. Se imprimen las imágenes y se calcula el 

área citopatica empleando la fórmula: rt (eje mayor x eje menor)/4. 



6.5. Análisis de la dinámica de producción y liberación de progenie adenoviral 

Reactivos 

•DMEM 

•FBS 

•Adenovirus: Ad5-ti24GFP y Ad5-ti24E3 

•Células: A549 

Material y equipo 

•Congelador (-802C) 

•Microcentrífuga 

•Platos de 6 pocillos 

•Tubos de microcentrífuga 

Método 
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Las células se siembran a una confluencia de 85~90% en platos de 6 pocillos y se 

infectan con 0.1 pv/célula de los virus. Estas. se. rn~ntienén ~n DMEM con 2.5% de FBS 

hasta la recolecciónpor separado de los sobrenadaritesylas células en los días 3, 6 y 

9 después, de la i~fección y se mantienen encong~lación (-80ºC) hasta el análisis; Los 

botones celulares se resuspenden en 1-ml de DMEM + 2.5% FBS, sometidos ,a 3 

ciclos dE3 c9nge1a6ión/descongelación y se titularon empleando el método de o•qarroll 

(descrito previamente). 

7. Modelo tridimensional in vitro: esferoides 

Reactivos 

•Agarosa 3% en agua (esterilizada en autoclave) (Sigma) 

•DMEM 1x 

•DMEM 2x 
•FBS 

•PBS 

• Tripsiná/EDTA 

·Células: A549 

Material y equipo 

- --------- ---~------ - --- . - ·-·· ----. 
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•Incubadora a 372C y 5% C02 

•Platos de cultivo: 60 mm y de 48 pocillos 

Método 

Se prepara una mezcla conpartes iguales de agarosa 3% ~ DMEM 2x/FBS 20% y se 

polimerizan en los platos' de cultivo (4 mL pára el plato de 60 mm y 300 µL para los de 
:;--;; - ---c·o·---'=----0--o - ~·e;;-=--- ' -- --=---=o~--=;="-C.~=;--=;----=-oco,~---=--- ¡,-~:_;c=o:=.co;=o--·.;--==oo---==--=-=~=--c=-==-c= ;,_---,, -_.,,- ~= ·==- --- -=- -=--

48 pocillos). Una vez sólidos se equilibran con 'ÓMEMJ xJFBS .10°/~ por una. noche. Se 

prepara una suspensión celular.C:le's >< 1 ds c.~lul~s ~rl.§ ~¡_ yse a.Mact~n en el plato de 

60 mm. Al cabo de 4 días de iricuba'ción; los:esferoidés ·séiforrnan de 'manera 

espontánea. Con una pipeta estéril se "pescan" esferoides irldividu~le:sy ~e colocan en 

pocillos separados en el plato de 48 pocillos. 

7.2. Análisis de la viabilidad de los esferoides 

El siguiente es un método que emplea un par de reactivos fluorescentes para eyaluar la 

viabilidad de las células eucarióticas: la calceína y el etidio~ L~ merri'b~~na celular es 

permeable a la primera y una vez dentro, las esterasas,,c9hvi~rt~Ó Iª ~éllcéín~ a una 

forma que emite fluorescencia verde indicando que la céltilase~ vi~bl~c. 'EÍ'etidio.entra a 

las dañadas, se une a los ácidos nucleicos y da una fluorescencia roja. 

Reactivos 

•Calceína (Molecular Probes, Oregon, E. U.) 

•Esferoides 

•Etidio (homodfmero-1) (Molecular Probas) 

•PBS 

Material y equipo 

•Computadora 

•Microscopio de fluorescencia 

•Plato de cultivo de 96 pocillos 

·Programa de captura. de imágenes· digitalizadas 

Método 

Se elaboran esferoides 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 µL de PBS. Inmediatamente antes del ensayo, se prepara la solución de etidio (4 
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µM) y calceína (2 µM) en o~PBS estéril y se adicionan 50 µL de la mezcla a las 

muestras. S8incüban45 mili a temper'aturáambiente y se observan en el microscopio 

de fluorescencia con un filtro de 485 nm para la calceína y de 530 nm para el etidio. 

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

Reactivos 

•DMEM 

•FBS 

•Adenovirus: AdGFP, Ad5-wtGFP, Ad5-~24/GFP, Ad5-~24RGD/GFP 

•Esferoides de A549 

Material y equipo 

•Cámara para imágenes digitalizadas 

•Computadora 

•Incubadora a 372C y 5% C02 

•Microscopio invertido de fluorescencia (Olyrnpus 1X70) 

Método 

Una vez elaborados los esferoides,'~e¡i!"lf~ctan con los 3 virus replicátivos y un control 

(n=B esferoides en pocillos individúales). La expresión del GFP indica 

transducción/infección por los virus. Se estudia la dinámoca de expresión del GFP 

diariamente tomando fotografías secuenciales en el microscopio de fluorescencia. 

B. Ensayos de oncolisis in vivo 

8.1. Xenotrasplante subcutáneo de células tumorales humanas en ratones 

atímicos 

Reactivos, fármacos y biológicos 

•DMEM 

•DMEM + FBS 10% 

•Ketamina/xilazlna (10 mg/mL + 3 mg/mL) (Lloyd Laboratories, lowa, E.U.) 

•PBS 

•Tripsina/EDTA 0.05% 

•Células: A549 
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•Ratones: Atímicos NCr-nu/nu, hembras de 6 a 8 semanas (Frederick Canear Research, 
Maryland, E.U.). 

Material y equipo 

•Campana de flujo laminar 

•Jeringas de 1-mL con agujas 25G5/8 (MedSaver, Becton Dickinson) 

•Jeringas de insulina de 0.5m~~con agujas ele 2BG.1/2_(Becton·Dickinson) ~··· 

·Vernier (nonio o plicómetro)(Bel·::)\rtTheSC:ienceware Cornpany, NÚeva Jersey, E. U.) 
• '' -- ·: - • : ~· .. ' • . ·- ;:, - . " . _, : -, ' '· • - e, - ' : •. - . - • _- _. . ·• - - •.. -

Método 

Las células se de.~pegan d~Clos plát()s de cultivo empleando tripsina¡ seneutraliza con 

DMEM/FBS, se·centi"itub~·n;i~~:lav~n una vez con PBS y.·s~.ré~ü~peÍlder1 ~n DMEM sin -··.:.\ .··--~~ . .:-.'._-;·::--·· .. -:.-. _., .. ,··:::_ · .. : . .. ·- ·:_ : .. -~-.;' :::r,,. ;.-._;_;-.--._~'r:~:-~:.:,\:c-·- .:.:~ .... 

suero a una·concenfr8,?ión;/enel.cci.so de A549, .. de8 milf~ne~d.e célÜlaser 10Ó µL. 

Los ratones··se'.an~~·si~~i~~·6onketam.ina/xilaziria a·.un~ .~()Jf~tj~~ ~Ó M~;~~ ~dministrada 
por vía intrap~rito~~~i}1a suspensión de célula~ sé .• inye:ct~·il~~f~~'ell~e 'aeb~jode la 

piel en· uno de;.1~it1a'~c()s, de preferencia el derecho;. E(c~~ci~ié~to.;d~:;l~~\~·mores se 

sigue medi~hte.la riiedidión con un vernier y el vol~men ~e ca1C:l11~"~~~Ún' la tÓ~rnula: 0.5 

X largo x'an~ho X altÓ. 

8.2. Tratamiento local 

Reactivos y fármacos 

•Etanol 

•Ketamina/xilazina (1O111g/mL + 3mg/mL) 

•Medio de criopreservaciÓrí dé tejido~ TBS (Triangle Biomedical Sciences, Carolina del Norte, 

E. U.) 
'. ..·, 

::::novirus: AtjLuqR~~·;~~~~L\?'.4;:~d§-~24RGD y·Ad5-wt300 

•Ratones: AtímÍC::os'Ncr-nÜ/nU; hembras de 6 - a semanas de edad 

Materia/y equipo· 

•Cámara de C02 para ~ut~~asik 
•Campana de flujo Jamiriaí 

•Gasas 

•Gel para criopreservai::ión de tejidos TBS 

•Jeringas de insulina de 0.5 mL con agujas de 28G1/2 (Becton Dickinson) 
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•Material quirúrgico estéril: tijeras, pinzas, pinzas Kelly rectas 

•Moldes de plástico para criopreservación de tejidos (Curtln Mateson Scientific, lnc. Texas, E. 
U.) 

Método 

Los adenovirus se administran cuando los nódulos alcanzan un volumen de 60-100 

mm3
, asignándolos a los grupos de tratamiento al azar (incluyel'ldo'un grupo control 

inyectado con el vehículo). Las dosis empleadas fueron las siguient~~: 107 pv y 109 pv 

resuspendendidas en PBS en un volumen de 30 µL se inyectan en una sola ocasión 

intratumoralmente empleando jeringas de insulina, previa anestesia del ratón, en una 
' '. '' ( . ~ 

sola ocasión. Posteriormente, e.1 crecimiento se sigue midiepdo los tumores 2 veces por 

semana por un periodo de 35 a 40 días. La eutanasia de{los animales se realiza 

cuando el tumor rebasa eL tamaño estipulad~ ~9r.das}n6;rn~~.·Élticas del empleo de 

animales de laboratorio (20% del peso corporal). emple~rido la asfixia por C02• Al 

finalizar el experimento, los tumores se dis~can y se coílgelan en OCT para su análisis 

inmunohistológico (ver más adelante). 

8.3. Tratamiento sistémico 

Reactivos, fármacos y biológicos 

·Etanol 

•Ketamina/xilazina (10 mg/mL + 3 mg/ml) 

·Material de criopreservación TBS 

•PBS 

•Adenovlrus: AdLucRGD, Ad5-ll24, Ad5-ll24RGD y Ad5-wt300 

·Ratones: Atímicos nu/nu, hembras de 6-8 semanas de edad 

Materia/y equipo 

•Campana de flujo laminar 

•Cámara de C02 para eutanasia 

•Gasas 

•Jeringas de insulina de 0.5 mL con agujas de 28G1/2 

•Lámpara 

•Material quirúrgico estéril: tijeras, pinzas, pinzas Kelly rectas 

•Moldes de plástico para criopreservación de tejidos TESI? (':')~.;-~ 
'/:';~ ' T ,- 1 ; 

~~r~~-~\- , 1 • ',: 
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Método 

Se emplea el mismo· modelo de xenotrasplante de las células A549 y. lós adenovirus ·se 

administran por una de. las venas laterales de la cola cua.ndo los nódulos alcanzan un 

volumen de 50,10() mm3
, asignándolos a los grup()s el~ t(at~ITIÍ~~to.a:1 az~r (illcfüyendo 

un grupo control .inyectado con el vehículo). La dosis empleada en.· el tratamientO 

intrave~os~-~sde 5x1o11-p~ en 1 oo µL .de(f:iss'en cfos días cons-ec~utivos"{éfosiS-totai de 

109 pv) y se adr'.ninistra con una jeringa de insulina bajo anestesia. El resto del 

protocolo .esel mismo que el empleado para la administración intratumoral. 

8.4. Detección del adenovirus por inmunofluorescencia 

Reactivos y tejidos 

•2-metil-butano (Fisher Scientific) 

•Albúmina (BSA) (Sigma) 

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

•Esmalte para uñas transparente 

•Formaldehído 3% en PBS 

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

•PBS 

•Suero normal de burro (Sigma) 

•Tritón X-100 (Sigma) 

•Anticuerpos: .,..Anticuerpo policlonal de cabra anti-hexón de adenovirus (Chemicon 

lnternational, lnc.) 

.,.. Anticuerpo anti-cabra de burro conjugado a Alexa .Fluor-488 (Molecular 

Probes, Oregon, E. U.) 

•Tumores (A549) provenientes de ratones atfmi¡::osnu/riu inyectados subcutáneamente 

Material y equipo 

•Computadora 

•Criotomo 

•Cubetas de vidrio para tinción con cestillo y asa 

•Cubreobjetos (Fisher) 

•Microscopio de fluorescencia (Olympus 1X70) 

•Portaobjetos (Fisher) 

•Programa de captura de imágenes digitalizadas 
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Método 

Los tumores se extirpan y se congelan Inmediatamente introduciéndolos en un molde 

de plástico de manera individual y cubiertos con el material de criopreservación TBS. El 

molde se deposita en 2-metil-butano:erifriado en nitrógeno líquido. Se realizan cortes 

.· ·de 5 a 7 µm de espesor en· un criotpmo y·~e,montan en un portaobjetos. Para ello se 
··: .. · ·' .. . -- >o .·. - . 

introduce en un recipiente 'q'uecol'ltiene2-rnetll:bufano, el cual se sumerge en nitrógeno 

líquido. Se realizan cortes de •. 5 k7;~m'8~.·e~pesC>r en un criotomo y se montan en un 

portaobjetos. Las muestra1. sÉ3 Q1.a'ntieneÓ;.c~ngeládas (-802C}. hasta .. la ... fijación, que 

consiste .en· impregí)ación:'~n·~to.rmaldehíd~ pori45/min~t~s·.'·a Je,mperélt~ra··· ambiente 

~~~Bº~~lii~!,l;f $i~J~"~¡~~¡~~~~~ª~:flf~~~;i~2FE;:~ 
PBS) por 10 íDin; ~Q.t)PH~fPC>R'ri~Mg(~§t;\:'9:91p10, ~~iHL,:9e,¡an,,t¡,91.i~rp9 de cabra anti

hexón en 4;5 mdde;~p~s)~'po;f 6dni'1n }laritid~Jrp~~~~~u~~~·a'.ri~ (BSA 0.01%, 25 µL de 

anticuerpo· de burro·: a~ti~ccibra conjugadÓ · co~ el fluorocrbmci. Alexa 488 y 25 µL de 

suero normal de bur;o e~ PBS) por 30 min. Se enju~g~ c~~ 3<c~riibi.os de PBS entre la 

incubación coll elanticuerpo primario y el secundario. Fi'r1a1riieinte, se aplica Hoechst 

33342 (1 x) para teñirlos núcleos por 10 min. Se 1aJa:11 3 Jec~s cól1 PBS y despUés de 
-·- ·._.·-.- - --

absorber el exceso de líquido del portaobjetos, se aplican 1 ~2 gotas de crystal mount, 

se cubren con un cubreobjetos y se sellan con esmalte trarispªrehte para uñas. Las 

preparaciones se observan en un microscopio de fluorescencia y se toman fotografías 

empleando un programa de imagen digitalizada. 

8.5. Cuantificación de virus en el tejido tumoral 

Reactivos y fármacos 

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

•Etanol 

•Ketamina/xilazina (10 mg/ml + 3 mg/mL) 

•PBS 

•Adenovlrus: AdGFP, Ad5-~24GFP, Ad5-~24GFP/RGD, Ad5-ó24E3, Ad5-ó24RGD •Células: 

A549 



•Ratones: Atímicos Ncr-nu/nu, hembras de 6 - 8 semanas de edad 

Material y equipo 

•Baño a 372C 

·Cámara de C02 para eutanasia 

•Campana de flujo laminar 

·Congelador (-802c) 
•Filtros para jeringa (0.2 µm) (Pall Lite Sciences, Michigan, E.U.) 

•Jeringas de insulina de 0.5 mL con agujas de 28G1/2. (Becton Dickinson) 

•Jeringa de tuberculina (1-mL) (Beckton Dickinson) 

•Material quirúrgico estéril: tijeras, pinzas, pinzas Kelly rectas 

•Microcentrífuga 

•Tubos de microcentrífuga 

Método 
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Al igual que el modelo de xenotrasplante , previamente descrito, los adenovirus se 

administran cuando 1.os nódulos alcanzan un .volumen de .. 60-100 mm3
, asignándolos al 

azar en 6 grupos de tratamiento: PBs,)~.dGFP, Ad5 .. ~~4GFP1 Ád5-~24GFP/RGD, Ad5-
. : . ) . - ' - ' ~ . ' ·, )_ ' ' . \' ... _, . . . .. : '· - ' ' .. 

~24E3 o Ad5-~24RGD. La dosis empl~~dafu~ de 101 pv r~susp~nd~ndicl~ ~r'l.30 µL de 

PBS. A los días 3, 6 y 9 después de la'admi~istraciÓn, se·sadrmbari 3animale~ por 
; •" - .,, . ·,:_, ··-·· .. 

grupo empleando C02 y los tumores se miden, disécan y cohgelall· a.::..aoQc !Íásta su 

análisis. Para ello, los tejidos se descongelan, pesan y cortar{ tlnarii:Sr}te con tijeras 

estériles de manera individual para evitar la contaminación de una m~e~tra a otr~. Se 

agrega una solución de la proteinasa Liberasa Blendzyme 3 (0.1 mg/111L) y ~~ incuba a 

372C con agitación por 1-h. Posteriormente, las muestras se someten a 3 ciclos de 

congelación/descongelación lo que, además de liberar los adenovirus inactiva la 

proteinasa, y se centrifuga a 2,500 rpm por 1 O min a 4!lC. El extracto obtenido se 

esteriliza por filtración y está listo para ser titulado empleando el método de O'Carroll 

(descrito anteriormente). El título 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 



Reactivos y fármacos 

•CiOruro de gadoffnio~(GdCÍ;)(2 mg/ml) (Sigma) -

•Etanol - . . . . 

•Gel de criopreserva~ióri,TBS 
·Ketamina/xUazina (Ú> mg/mL+ 3 mg/mL) 
•PBS-'~"---~'c' -- - _-,o·· -- ________ , 

·Adenovirus: 'Ad5~124RGb 

Material y equipo 

•Cáma;a de C02 ~ara eÚta~asia 
·Campana de flujÓ laminar --

·Gasas 

·J~ring~s de i~sulin~ de Q~5 mL con agujas de 28G1/2 •Lámpara 

•Material q~lr8r~)4o ~~téril: - tijeras; pinzas, pinzas Kelly rectas 

•Molde~ d~ plástl~o para'criopreservación de tejidos .. . ·-. . - . -.: : .. ·;.~· '. . .,,-.-. . __ ·,.. . . ' . 

Método 
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Se emplea elmOdelo de xenotrasplante de las células A549, una vez que los tumores 

alcan~an 60~1 Óo;rhm3; los ratones se .dividieron en 4 grupos al azar (n=6). Dos de los 

grupo~ recibier~n I~- acfminisfraÓión de 3• do~isd~•200 µL de la solución de GdCla 54í 
: . .: - - - . - ~- '}" 

30,- 6 h previas a la inyección del adenovirús. Rosteriormente se administró elAd5-

~24RGDdividicfa en 2 dosis de 5 x 108 pv (totaI9x109
), de manera que los grupos son: 

control (PBS), GdCla, Ad5-ó24RGD y GdCla + Ad5-ó24RGD. La vía de adm_inistfación 

tanto del GdCla como de los virus fue intravenosa (vena dorsal de la cola). El resto del 

protocolo es el previamente descrito. 

8.7. Estudios de biodistribución y farmacocinética del adenovirus 

8.7.1. Localización del adenovirus en el tejido hepático del ratón 

Reactivos 

•Carbocianina (Cy3) (Amersham) 

•Carbonato de sodio 

•Cloruro de gadolinio (GdCl3 ) (2 mg/ml) 

•Gel de criopreservación de tejidos TBS 

•Partículas de látex (2 micras de diámetro) conjugadas con fluoresceína (Sigma) 



•Tampón de diálisis (glicerol 10%, Tris-HCI 50 mM pH 7.5, MgCl2 250 mM) 

•Adenovirus: AdCMVLacZ ·~· 
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•Ratones: BALB/c, hembras de 6 a B semanas de edad (Charles River, Massachussetts, E. 
U,) 

Material y equipo 

•Agitador ·.~. ·····•···· · 

•Casstte de diálisis para MWde 6;000 a 8,000 (Pierce Chem. Co. lllinois, E. U.) 

•Criotomo (Sciscop~-Leica, lo~a, E. lj.) 
•Jeringas de insulina 

•Moldes de plástico para crioprese.¡'ació~ d~ tejidos 

•Microscopio de invertid~ de fhJo~esc~n~·¡~ (Ol~ri,p~s ·1X70) 
• • ' • '·; ' • -•• ~ •• '. . ; 1 • . -,~,: . ·• ' - ; • 

•Portaobjetos y cubreob,Jeté>s 

Método 

El adenovirus se conjuga de man~ra :dov~lente con el flúoróforo rojo. Cy3 según el 

método de. Leopold (Leb~old, ·19~~).{P~fa' ~I¡; se prepara una súspensióriviral a una 
' . ' -··;·. · .. · . . -"-• ., . : .· - ,. ' ' .- . ·~·- .· . 

concentración Úe1013 pv/mL yse nÍezblacorl el~Cy3 recoristituído.enc~r.bonato.de 
sodio o.1 · M; pH 9.3 en una pm~or6ió;, f:9 y·s~ incubán p°,r: 30 min. La~mézcla se · 

di~liza{d.os cambios). a 49C por 24h en un~a~~eÜe c!E! cliéiH~i~·P~fc,tr~ti(arÚ~ Qy3jibre. 

Se a~rega gliceml ·a una concentración}inªI· d~ 3~0o/<!:YLse.rnapti~b:e''a'..~2Q~C~hasta su .... 

uso. Los ratones se inyectan p~r la. vena: lai~r~I ·~E! I~ c91~· coh. úS1 1
; P\' defraderiovirus 

' " . . - . - . ' - ~ / . . : . . - . . ' ' . '' '.· ' { . ' ' ' ' 

marcado y 1 o min después se .ªdrniniªtr~n;ge>rla:rnisrña víé! las pa;rtt9ulas de látex. Se . 

esperan 1 o min más y un ··fraglllent; ;d,~l/llr~~tj6 ~E! diseca. y Óon~ela ~ri Í-BS; Se 

realizan los cortes histológic~'s . ~n~ el ;·~ribtorho. y se montan en pqrtóbjetos; Las 

preparaciones se Obseiv~n ¿l( Aff cfdsi::16¡:iiC5 f1Úorescente. 

En otro experimento se sigue la misma metodología con previo bloqueo de:la~ KC con 

GdCb. Para ello se emplean 200 µL de GdCb por dosis y se administran po'r vía Lv. 54, 

30 y 6 h antes de la inyección del virus y del látex. 

8.7.2. Eliminación del adenovirus de la sangre in vivo 

Reactivos 

•DMEM + FBS 5% 

•Heparina (Sigma) 



•Ketamina/xilazina (1 O mg/mL + 3 mg/mL) 

•PBS -

•Adenovirus: AdGFP 

•Células: 

•Ratones: 

A549 

Balb/c, hembras de 6-8 semanas de edad 

Material y-equipo -

•Agujas 30G (Becktorí Dickinson) 

•Instrumental quirúrgico -
·, :, : . --·. ~- . "-.~ . . -- .-

•Je ringas (1-mL) .-

·LámpaÍ"é! 

•Micrcis.co~io de _fJuo~escencia 
•Plato ~e 9~ rocillos . 

•Sutura(Vic~l 4~0) (Ethicon, Nueva Jersey, E. U.) .. -- . -- ,. -

•Tubo's de microcentrifuga 

Método 
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Se anestesia al ratón con ketamina/xilazi_na a dosis de 100 mg/kg. Se diseca el 

abdomen por planos en la línea ní(;)diá y.se expone la vena.Cava inferior. Se inyecta el 

adenovirus (1O 10 unidades de transd~ccfc511) susp~ndidos e~ 200 µL d~ PBS. Se toman 

muestras de sangre a partir di;i.la 9pl§(d~I r~tóR_aidiféremtes iriteíValós de tienipo·(.1, 3, . 

5, 10, 20, 30 y 60 min). La ti~ulaci6n:8e1:tirU~ se réaliza con diluciones seri~das de las 

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

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

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

eliminación 

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 
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•Jeringas de insulina 

*Más los mismos reactivos y material empleado el experimento irímec:lfato anterior. 

Método 

Se bloquean las KC administrando 200 µL de la solución de GdCb por vía i.v. a 54, 30 y 

6 h antes de la inyección del vid.is~~PosfE!i"iórrñehfo se r'ealizael mismo experimento de 

depuración explicado en el inciso anterior. 

9. Análisis estadístico 

Todos los cálculos estadísticos (t de Student) ,fueron, reálizados empleando el programa 

de análisis de datos y gráfico "Originn (Originlab, Massachusetts, E. U. A.). 

T'L, (1Ttt r~ f"': ~·." 
• !.'n . .:.~1 Y 1 11, Ji; 

F.tJ,T < l~'! i \ 
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RESULTADOS 

1. Caracterización de los adenovirus generados 

El primer objetivo que nos planteamos fue aume.nt~r la eficacia de un virus 

oncolítico ya descrito. Para ello modificamos el Ad5~~24 (Fueyo et al., 2000) con la 
- - ·-=--= =- -· _:--,=-'--CO-o-<-o-o==o_- --' '. ____ '- --~,,·--=-~o.'-'c''""''-ó=.';-c-_c=-'.-o".=--_-~~~=---=~'.~ -==e;~'-=·-- · ·---- ---· --

adición de un tripéptido Arg~Gly-Asp (RGD)' en el glóbulo de la fibraqÜe cO~fiere la ,·, .· .:·. .·-_,- .- .. 

capacidad de infectar por vía de las integrinas (Dmitriev et al.; 1998); Los éldenovirus 

derivaci6s del Ad5-~24 se construyeron como se indica en la sección de "Material y 

Métodos" y se procedió a la determinación de sus características. 

1.1. El nuevo virus Ad5-ó24RGD contiene la deleción ó24 

La delación ~24 comprende desde la base nucleotídica 923 a la 946 del Ad5 en 

la región E1A. El producto de la PCR empleando los cebadores E1a-1 (posición 590-

609 en el Ad5) y E1 a-2 (1637-1656) es de 1,066 bp en losac:fen~yirus c;:cmE1 A silvestre 

y de 1,042 bp en los que poseen la delación de 24)~8; 4:~ .. c(íg~~ti.~'n c;:on ,la;enzima de 

restricción BstXI provoca la pérdida de uno de .. IOs.i'i1,iOs~ciJ·~.orfer~sultandoen.dos 
•' ' ·' • • •' • -~)· : ;~F ,). ;~:'; ,,_,.•-Ó-, • ;.;,: ''.• ,"' -: • • • • '-."• • ·, • •• ' 

fragmentos 1Tlay0re$ de 725 y 322 bp en los virlis con:Ef,L\ siivé.sfrey~éri uciJragmento 
- "-. •. . - --· ·- - - . -·--· ·-· , ...... ·- ·-··' -, -· -- T.-:. 

de 1,023 bp en los mutantes ~24 (Fig. 138, izquierda y 148). Además; ambos; se¡ cortan 

en un sitio a 19 bp del extremo izquierdo convencional dando un fragmento pequeño 

que no se observa en el gel. 

1.2. El Ad5-ó24RGD posee la secuencia Arg-Gly-Asp (RGD) 

Del mismo modo, se corroboró la presencia de la secuencia que codifica el 

nonapéptido que incluye RGD en la región correspondiente a la fibra del adenovirus por 

PCR. Los cebadores empleados se localizan en las posiciones 32512-32531 (Fiber-up) 

y 32766-32786 (Fiber-down) y los productos de la reacción fueron analizados en un gel 

de poliacrilamida. La introducción de las 27 bp que codifican CDCRGDCFC produce 

una banda de mayor tamaño (274 bp) que las provenientes de las fibras silvestres (247 

bp) y migran ligeramente más rápido (Fig; 13B, derecha y 140). 
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Fig. 13. Esquema representativo de los productos de la amplificación por PCR de la región E1A y la fibra 
de los adenovirus con y sin las modificaciones genéticas 624 y RGD {A). Fragmentos de DNA 
correspondientes a la PCR en E1A y digestión con BstXI fueron analizadas en un gel de agarosa. El sitio 
de corte se pierde con la deleción t.24, mostrando una sola banda (8, izquierda). Los provenientes de la 
fibra se corren en un gel de poliacrilamida y se demostró que la banda que pertenece a Ad5-624RGD es 
de mayor tamaño y corre más lentamente que AdS-624 (8, derecha). 

1.3. Verificación del estado de E3 en los distintos adenovirus oncolíticos con o 

sin la modificación de RGD 

Además de aumentar la infección con RGD buscamos estudiar el papel de la 

ADP en la potencia oncolítica. Para ello generamos adenovirus con y sin E3 y RGD 

(Fig. 14A). Los productos de la PCR empleando los cebadores AdE3-up y AdE3-down 

tienen un tamaño de 3,999 bp en los virus que contienen el gen E3 silvestre (Ad5-

wt300, Ad.!i24E3+ y Ad5-.!i24RGD) 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 Pc1l 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 son expuestos á~Péil, los virus Eá positivos se fragmentan en 2~bandas 

(2,548 bp y 1,452 bp) y no se observa ningún cambio en los E3 negativos (Fig. 14C). 
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Fig. 14. Esquema representativo de 
los adenovirus Ad5-ti24 y Ad5-
ti24RG D con y sin E3 y un control no 
replicativo (AdGFP). El negro indica 
delación, el rayado horizontal, la 
presencia de RGD y en diagonal, de 
GFP (A). Fragmentos de DNA 
correspondientes a las PCR de la 
región E1A seguida de digestión 
enzimática comprobando que ningún 
producto de los virus ó24 se corta 
debido a que la delación retira el sitio 
de corte (8), del gen E3 donde sólo 
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mutantes con RGD migran más 
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1.4. La secuenciación corrobora la composición 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 extraído a partir de células infectadas 

con: Ad5-.!l24GFP, Ad5-.!l24E3, Ad5-.!l24RGD/GFP y Ad5-~24RGD empleando la 

espermina para obtener únicamente el material genético encapsidado. Se verificó la 

presencia o ausencia de la deleción 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 siguió el protocolo estipulado por el programa CEQ2000 (Beckman) 

(véase seeción de "Materiales y Métodos") que consiste en una PCR inicial, seguida de 

precipitación del DNA, disolución en formamida y secuenciación. Los resultados 

concordaron con los obtenidos por PCR y digestión enzimática. En la Fig. 15 se 

muestran fragmentos representativos de las secuencias E1A silvestre en comparación 

con .!l24 (izquierda) y de la fibra silvestre con la que incluye el RGD. Se omitió la 

presentación de las secuencias de E3 por su tamaño (Fig. 15). 
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Fig. 15. Secuenciación de la región E1A (A) y de la fibra (B) del DNA extraído a partir de los adenovirus 
mutantes. Se muestran las gráficas y secuencias representativas de las variedades con y sin 1'124 y/o 
RGD. El renglón superior corresponde a la secuencia silvestre y el inferior a la forma mutante tanto en la 
gráfica (arriba) como en la secuencia (abajo). 
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2. La cuantificación de CAR e integrinas a.VJ33 y a.VJ35 en diferentes líneas 

celulares por citometría de flujo demuestra una expresión variable 

La adhesión y entrada natural del adenovirus, paso inicial de la infección, 

depende de la presencia de CAR y las integrinas cxVJ33 y cxVJ35. Por otro lado, la 

introducción del motivo RGD a la fibra está-dis~[iádá eíl base a su afinidad alta por las 

integrinas cxv. Es por ello que se analizó la.e~presióh de estas moléculas de superficie 
. _. . .-.,_- .. · ·:,_ '. ;»:: -~·._·: 

en varias líneas celularesporóJtC,,,metría de.flujo.·'-gn)¡aitig.16.se presentan histogramas 
,_.•;· ";•··-. ,,, .• ,., --· ., ... ' .. ·-. ,,.,_ .. -.. ,~ ... -.. ·¡'··;~-- '~-:;:.'.-('· •. - -

representativos en donde el eje de las 'abscisas 'rép'resenta la intensidad de la señal del 
,. --. >,\<-:, .. »>··_, .\<-·. >":.> -'?'/' 1_··:':··_-(·>: _,::::;':' :-~:_:_"_ ''.-_'1?:. :._, :. -

fluorocromo FIT(; y ~11/eLde"la :9rd~n~9él~i · ~I· n91l')~r() de células (Fig. 16). Ya que la 

eficiencia ele fªclct ~.nti,c¿ue.:rpe>_,P~ra ~~t~9t~r ;u 'molécula blanco varía, laconlparación 

de los nivele~;de)-6~cia reb~pt~rfirited~ik~- ~ntr~ las lfneas. celulares. es más. significativa 

que. comparcirlo~ nlve·i~~ de~dif~re,~te~ moléculas en la ·misma_ cé1g1,a}·EWtérminos 

genemles,la,cxv¡33 es'bajaen tÓda~ las células (Fig. 16 B);mÍ~nt~él~J1qu~e ie observa 

una gran variabilidad de los niveles de CAR e integrina cxv¡35 (~Íg.::1·~.A ifo~ tabla 3). 

En base la expresión de éstas últimas, se eligieron A549í Lf\IC~p;;·o65@q y RD para 

proseguir con los experimentos. 
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Flg. 16. Análisis de la expresión de las moléculas de superficie involucradas en Ja entrada y adhesión del 
adenovirus por citometría de flujo. Se emplearon como anticuerpos primarios: RmcB para detectar CAR 
(A), LM609 para avp3 (B) y P1 F6 para avp5 (C) en diferentes líneas celulares. En todos los casos se usó 
un anticuerpo secundario conjugado a FITC para la cuantificación. La curva sombreada en gris 
representa el control negativo y la línea punteada la expresión de cada molécula. 
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Tabla No. 3 Niveles de CAR e lntegrunas o.v 

Línea celular CAR o.vp3 o.vps 

293 +++ + 

A549. __ +.¡. +/- ++++ 

Capan-1 +/- +/-

HeLa• +++ + 

Hs766T + ++ ++ 

LNCaP ++ +/-

-·----··---··--- -··. 
D65MG ++ TW!rc~ ('i("·:!\i 

_¡¡)l.·~ •./ ·-· . 
RD + FALL ú _ _\j_{~_L./: ... 

SKOV-3 + ++ ++ 

SKOV-3.ip1 + + + 

3. La transducción y expresión 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 oncolítico de un virus modificado con RGD, se 

estudió la relación entre los niveles de CAR e integrinas av en las células y la eficiencia 

de transducción del gen de luciferasa por vectores adenovirales no replicativos con y 

sin el tripéptido. Las cuatro líneas elegidas se transdujeron con dosis crecientes de 

AdCMVLuc o AdLucRGD. La transducción por el AdCMVLuc permite analizar la 

relación con el nivel de expresión del receptor primario. Las células con CAR alto, A549 

y LNCaP mostraron niveles de luciferasa 1 O a 100 veces mayores en comparación con 

D65MG o RD (Fig. 17) que tienen CAR bajo, concluyendo que la expresión de CAR 

está relacionada proporcionalmente con la eficiencia de transducción del virus con fibra 

silvestre. Por otro lado, la de AdlucRGD refleja el papel de las integrinas como una vía 

alterna de la adhesión viral. Cuando se compararon células con niveles similares de 

... 
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CAR, LNCaP y A549, la expresión de luciferasa incremef'lí,ó E3n presericia de valores 

altos de integrina a.vJ35. Es decir,cmientras que en las LNCaP (casi en ausencia de 

integrinas) dió u~a vi3"~t~ja"tat?re-efvTrus no modificado tari i6l~;cref1 o'"ve¿es á ciosis 

bajas (6.25, 12.5 y2Sp~/célulá)'Y~l'linguna a dosis altas (50.yJOO pv/cél~la) (Fig. 178); 
., ,-,-_- --,--- - : -. - ""-- ., -- -. - ; - .... ·.---_:,·c .. -·"' --- ··---· -·--

en las A549 con avJ3S mu~ alias, el mutante con RGD mostró una-· transducción 100 

veces mayor que el virus ccmla fibra silvestre a C!-!éitql..J!~L~()~~ (l::'ig'.1'7A). En el caso 

de las líneas con CAR muy bajo o casi nulo, RD y D6SMG,- sé observaron resultados 

muy similares (Fig. 17 C y D). Es decir, las células RO, que tienen integrinas muy bajas, 

presentaron una curva parecida a la de las LNCaP (Fig. 170). Comparativamente, en 

las D65MG la lectura incrementó 100 veces en la infección por AdlucRGD en relación 

con AdCMVLuc (Fig. 17C). Independientemente del nivel de CAR, la presencia de 

integrinas av permite un incremento de la transducción, de modo que las células que 

mostraron el incremento más alto de transducibilidad con el adenovirus RGD fueron 

A549 y D65MG. Los datos en conjunto indican que CAR es el receptor primario aunque 

no único y la adsorción del adenovirus a través de integrinas a.v constituye una via de 

adhesión alterna y aditiva. 
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Fig. 17. Comparación de la 
expresión del gen de la 
luciferasa transducida por un 
adenovirus con fibra silvestre 
o por el mutante con RGD. 
Las 4 líneas celulares fueron 
elegidas de acuerdo a las 
diferentes combinaciones en 
los niveles de CAR e 
integrinas. Ante la presencia 
del receptor primario, la 
transducción por AdCMVLuc 
fue más alta en A549 (A) y 
LNCaP (B) que en D65MG (C) 
y RD (D). Por otro lado, ya que 
AdlucRGD tiene la capacidad 
de entrar por la vla adicional 
de las integrinas, la expresión 
de luciferasa incrementa 100 
veces en A549 y D65MG. 
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4. La deleción 624 provoca la pérdida de la capacidad de la proteína viral E1 A 

para unir pRB: inmunoprecipitación y detección por quimioluminiscencia 

Con el fin de comprobar que la deleción 624 introducida en E1A de nuestro 

adenovirus replicativo elimina la unión a pRb se realizó un análisis por 

inmünopreC:ipitación y quimioluminiscencia. Para ello, se infectaron células con los 

diferentes mutantes, la proteína se precipitó con anticuerpo anti-E1Ay se analizaron 

con anticuerpos anti-E1 A .• y •anti~pf={b.;'S¡i;el virus no.cont!9.11~Úa~ delación, •pRB·.· co~ 
precipita con la proteína viréll.··· ~ri~e.rélll)~n!~. s~; :camprob~·· 1~.~ie~~ficiá. de '.E1 ,l\ en 

..... - ' ... ·:·.·,.-, ·;'., ·' .,;:_ .. - -- " ... -- .,_,;, ... '" ····-. -

todas las células infectadas. Cuapdo larneil]?rélna ªe .~?<p~s<),'.aliªnti~y~rpc>aqÚ-E1 A, se 

corresponde a1 anticuérri9iañ\F$JA;;~liU~lprirf\(;ir~ reacción· para formar 1a~•precJpitados. 
,._,,,,_ ''0'" . , -·-" ~'--·- -- - -· - , - -- --- -o>~ - • • • ,, ' - • - - •, - \• • ' • -

De esta manera se C()nfiirl1óó cJ.~ ijiaQ~rcfrfu.ncional que la deleción pardal ;~n ·¡: 1A de 

los virus Ad5-~24 y·'.Ad~"g~4·5G·p· frnp,iden la interacción con pRb. 'como. s~ ha 

explicado en laintrodÚcc::ión/esta\falfa de unión a pRb es la base de 1a.·replicación 

selectiva delyirus AclS,~624 ysu~d~~iv~dos generados en este estudio. 
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Fig. 18. lnmunoprecipitación 
del complejo E1A-pRB en 
células infectadas con 
adenovirus. La precipitación 
se realiza con anticuerpo 
anti-E1A y se analizan con 
el mismo anti-E1A (A) o con 
anti-pRB (B). La proteína 
viral se detectó en todas las 
muestras infectadas (líneas 
2 a 4), pero la interacción 
pRB ocurrió solamente en 
las células expuestas al 
adenovirus silvestre (línea 
6). En los mutantes ~24, la 
delación impide dicha unión 
(líneas 7 y 8). 
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5. Estudios del efecto de la inserción genética del tripéptido RGD 

5.1. La inserción de RGD incrementa la propagación de Ad5-ó24 in vitro 

Una vez caracterizados nuestros virus y líneas celulares procedimos a evéiluar si 

las modificaciones generadas conllevaban alguna ventaja terapéutica. ,Primero 

estudiamos la replicación viral in vitro. Cuando las células infectadas con dosis bajás de 

los adenovirus condicionalmente replicativos son incubadas eu1. ·¡¡~ 'ffi~Bio···Ó'oWsrdu, 
cualquier DNA sintetizado (el de las células corno,el.de la:prJgegfef~Ír~i)fgcCl~porará 

.-." ; .·. ' .· .· .. _· ·.,'" .. •. ·:·~ . ..-.. r::~·~:~·)'i'.. : ;::: : .. "· --.- ;· . 

este nucleótido modificado. Sin embargo, es posible purificÉfr el maferial genético 

encapsidado empleando espermina (ver·"Purificación. de DNA·vir~I á p~hir.;de 'células 

infectadas" en "Material y Métodos") y comparar la·. capacidad ·de:·~eplic~ción del virus 

en base a la cant.idad de BrdU captado; Partiendo del misrn~flúmefo d·~ .• ~V/~élul~. Ad5-

ó24RGD replicó más eficientemente temporal y cuantitativctm~nt~ q~e ~d~-~2f (Fig. 

19). En la figura.seobservaquf? las bandascaracterísticas;dél.ge;~~rn~/viral •djgerido 

por Hindlll .. fueron. d.etectag.asdesd~ el.día .. 6 •en. el&i .• utant~c()n •• J=tGD• IT}ieDtr§l5cqlj:e .~n .él 

:::º:t":'.;iI:f ~G~·;~,:~!1~~k.rd1r~~~~t·o¿:!~i{:d~J~~[~;ii::.1~: 
incorporación de·RC3o en.la fibra prcivee ~~n'i~ja·a la p(opag~cióhA~1 ~éJ~hoUirus~ 
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Fig. 19. Estudio in vitro de la replicación 
del DNA de los adenovirus mutantes. Las 
células infectadas se incubaron en medio 
con BrdU el cual se incorporó al DNA viral 
durante su replicación. El material genético 
encapsidado fue purificado, digerido con 
Hindi// y analizado por South-western blot 
empleando un anticuerpo anti-BrdU. Se 
observó que ambos virus replican, pero 
que el mutante con RGD en la fibra 
muestra una clara ventaja replicativa de 
manera temporal y cuantitativa. 
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5.2. La presencia de RGD aumenta la cantidad de virus producida in vitro 

Es sabido que en una preparación viral, no focias Tas pártículas e"ncapsidadas 

son infecciosas. De hecho, es común calcular la tasa "pv:unidad formadora de placas 

(pfu)" de cada lote y se c6~sidera acepta:~1e si está. dentro de un rango de 20-100 

(Mittereder :~tal:, 19g6) .• D~doqueno·es posible conocer la virulencia o capacidad de 

inte~cló~·•ci;-1~-:~r~~;~i~~;º~-~.l~~x-~e:r;~~~~t6';g;~ri~~ºI~;. rn~t~ntes ~24 se .compararon 

en· términos de su: citop~to~enicidád efl'lpleando el ensayo de placa. El lisado 

provenienteci~í'astélula~infectadas con el agente no replicativo AdLucRGD no generó 

progenie inteC:6¡6g~,/ rr1ie~tras que ambos· replicativos Ad5-~24 y Ad5~~24RGD 
;:_;: e;,.·;-· , , 

produjeron virus biológicamente activo y el título de la muestra proveniente del mutante 

RGD (3.75x109 pfu/mL) fue 43 veces más alto que del no modificado (8.75x107 pfu/mL). 

Lo anterior refuerza la noción de que la incorporación de la secuencia RGD incrementa 

la producción de partículas adenovirales infecciosas. 

5.3. La inserción de RGD aumenta la oncolisis provocada por Ad5-~24 in vitro 

Una vez demostrada la superioridad del mutante RGD en cuanto a la 

transducción y eficiencia de propagación, así como la capacidad de replicación de los 

virus ~24, procedimos a estudiar la inducción de oncolisis. El mecanismo antitumoral 

de estos agentes es la ruptura de la célula huésped cuando prolifera y libera la 

progenie. Se ha mencionado y demostrado anteriormente que las.neC>plasias s.uelen 

presentar niveles muy variados de CAR. En el caso de célulasÓOn niveles dé CAR casi 

nulos como las RO (Tabla 3), los datos obtenidos por la transducción con· el gen de la .. ,· ' -

luciferasa indicaron que aún niveles bajos de integrinas pueden rTi~jorar la infección por 

el adenovirus con la secuencia RGD en la fibra cuando se administra a dosis bajas 

(Fig. 170) y la dosis mínima empleada en dicho experimento fue de 6.25 pv/célula. En 

el experimento de oncolisis se usaron dosis.mucho menores (0.001 a 0.1 pv/célula) de 

modo que fuera posible observar el incremento provocado en la lisis celular por el virus 

con la fibra mutante. Se infectó la línea RD con Ad5-wt300 y Ad5-wtRGD y los 

resultados demostraron que el Ad-wtRGD tiene un efecto oncolítico 100 veces mayor 

que el Ad5-wt300 en el contexto de células con muy bajo CAR (Fig. 20). Este último, a 

pesar de ser el virus silvestre, al no encontrar su receptor en la superficie celular y 
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carecer del motivo RGD fue incapaz de infectar y destruir las células completamente 

aún a la dosis más alta de 0.1 pv/célula después de .1 O dias. 

0.001 

0.01 

0.1 

Fig. 20. Estudio de la capacidad oncolltica del 
adenovirus E1A silvestre con y sin RGD en la fibra. En 
este experimento se empleó una llnea con CAR muy 
bajo (RD) para demostrar la superioridad del Ad5-
wtRGD en comparación con el virus silvestre. El Ad
wt300 no fue capaz de lisar las células aún a la dosis 
más alta de 0.1 pv/célula debido a que carece de una 
vía eficiente de entrada a la célula, mientras que a 
pesar de la expresión baja de integrinas en la llnea 
RD, fue suficiente para incrementar 100 veces el 
efecto lltico del virus con RGD. 

A continuación se estudió el papel de RGD en la potencia oncolítica empleando 

las dos versiones del adenovirus fi24 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 

tiñeron con cristal violeta que es un método que muestra de forma visual la viabilidad 

remanente. Además, se aplicó un ensayo colorimétrico basado en la reducción de la sal 

sódica de xn por las deshidrogenasas de las mitocondrias de células vivas para una 

valoración cuantitativa. Se comprobó que la capacidad oncolítica del Ad5-L'124RGD es 7 

veces mayor que la del Ad5-fi24 (después de 8 días de incubación) si las integrinas av 

están presentes en altas cantidades como ocurre con las A549. Gracias al uso de dosis 

bajas de virus, en la línea LNCaP el virus RGD logró una ventaja de 3.5 veces 

comparada con la de la fibra silvestre (1 O días de incubación) a pesar de la baja 

expresión de integrinas (Fig. 21 ). En base a este experimento y el previo podemos 

decir que la incorporación de RGD en la fibra incrementa la eficiencia oncolítica como 

consecuencia de la mayor infectividad y reproducción del virus. 
r-----· ... 
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A. B. 
A549 A549 

Dosis da virus (pv/célula) 

AdlucRGO 2.5 
0001 :' ¡ 20 
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.-~: :- l 1 5 « 
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~ 1 o 
~· ~ .... 
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Ad5·A24RGD 
.,,,,, ,,cr.: ,,cr.: 

~<¡. 
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...... 
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LNCaP LNCaP 
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0001 
25 

-- :!2.0 
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Fig. 21. Estudio de la capacidad oncolltica de los adenovirus mutantes t.24 con y sin RGD. Se eligieron 
líneas con niveles de CAR similares y se infectaron con dosis bajas (0.001 y 0.01 pv/célula) de Ad5-t.24 
y Ad5-t.24RGD. La viabilidad de las células se estudió por el ensayo de XTT (B) o tinción con cristal 
violeta (A) 8 (A549) y 1 O (LNCaP) dias después de la infección. Los virus replicativos mostraron un 
efecto citolftico mientras que el adenovirus no replicativo no presentó ninguna patogenicidad. A pesar de 
que los efectos de AdLucRGD y Ad5--:\24 aparentan ser similares en las células A549, a mayor aumento 
se observan las áreas citopáticas en las células tratadas con el replicativo. 

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

t-.24RGD 

Con el fin de descartar la existencia de otras interacciones entre el virus RGD y 

la célula huéspued como vía alterna de adhesión, se infectaron células A549 (CAR alto 

e integrinas muy altas) tratadas con y sin proteína del glóbulo de la fibra en forma 

soluble (bloqueador del receptor primario) con Ad5-wt300 con y sin RGD. Cuando el 

CAR fue accesible, la potencia oncolítica de ambos virus mostró ser muy similar a 9 

días de la infección (Fig. 22, recuadros superiores). Sin embargo, cuando está inhibido, 

solamente el virus con RGD fue capaz de destruir las células después de la incubación 

por 17 días. Lo que indica que éste pudo adherirse y entrar por una vía independiente 

r---;:rT:·· ·: ~:--.··:· --1 
l.,. 

! .(·l,;. 
l.. ••• --



83 

al receptor primario (Fig, 22, recuadros inferiores). De manera paralela, se .inte11tó .. la 

inhibición de. integrinas con péptidos sintéticos que contienen la secuencia RGD 
- - - - -· o-_ _ -=,.--o;--= ~-;=c:CC::.--~co:== ·C:oo-'""° 

(GRGDSP vs GRGJ;SP) y con anticuerpos anti-integrina para corroborar la 

participación de estas moléculas en el incremento de infectividad del virus RGD. En 

cada intento, las células perdieron su adhesión al plato de cultivo dificultando la 

valoraclgn x . sin obtenerse resultados interpretables. Por otro lado, tampoco se 

encontraron células sin integrinas ya que siempre presentan algún subtipo que se une 

aRGD. 
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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 interacción del virus con el receptor 
primario en la linea A549. Cuando la unión 
de la fibra del virus por la vla natural fue 
posible, no hay ninguna diferencia en el 
efecto citolltico 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 vla alterna de las 
integrinas. 

6. Efecto de la presencia de la región E3 del adenovirus 

6.1. E3 favorece la dispersión viral: comparación del tamaño de las placas 

producidas por adenovirus replicativos E3" contra E3+ 

La región E3 es eliminada frecuentemente de los vectores adenovirales con el 

fin de crear espacio para la introducción de genes. sin embargo está descrito que la 

ausencia de la ADP codificada en dicho gen genera placas citopáticas más pequeñas 

debido a su papel en la lisis celular durante la etapa tardía del ciclo vital es suprimida. 

En el caso de los virus replicativos antitumorales, la presencia de esta proteína es 

crucial pero hasta este punto no se había considerado en el contexto de los virus 

mutantes .124. Con la finalidad de estudiar las características de la citopatogenicidad en 

relación al gen E3, se eligieron los virus mutantes Ad5-.124RGD (E3) _ _y 
r-~~· 

\ 
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624RGD/GFP (E3º) que excepto la presencia o ausencia del genen cuestión tienen la 

misma configuración. Se infectaron células A549, se cubrieron coñ agarosáy se rnidió 

el tamaño de 25 placas citopáticas por grupo al cabo de_ 12 días .de incubación. En la 
·- - -

figura se muestran ejemplos de placas producidas por .el vir.lls Ad5-624RGD y Ad5-

624RGD/GFP (Flg. 23A). Aunque hay cierta varia~ili?ad, el c_álculo del área de efecto 

citopático promedio indicó que el virus E3+ genera calvas 3 veces más grandes 

(p<0.0001) (Fig. 238). 

A. 

Ad5-h24RGOIOFP 
(E3·) 

B. 

AdS-tl.24AGD 

r-- \'j.,C'T(; t'!(]í\1 l 
\ 1,' '¡ l \ ) \ ' \. 1 l. ~ \ . . . . ' 

;__Lh i : · ,~:: ~LN 1 

Fig. 23. Placas citopáticas generadas por variantes de Ad5·ó24RGD con y sin el gen E3. Fotografías 
representativas del área afectada por cada adenovirus a 12 días de la infección (1 OOx) muestran 
claramente la potencia citolítica del mutante E3+ (A). Así mismo el promedio ± desviación estándar 
calculado a partir del área de 25 placas por grupo indicó que éste es 3 veces mayor en dicho virus 
(p<0.0001) (B). 

6.2. La eficiencia de propagación del adenovirus replicativo incrementa por la 

presencia de E3: estudio de la dinámica de producción y liberación de 

progenie 

Dado que la fuerza citopática es mayor en los mutantes con E3, se espera que 

la cantidad de virus liberada al medio también lo sea. Estos, a su vez, infectarán y 

lisarán otras células amplificando el efecto antitumoral. Con el fin de estudiar la 

liberación de la progenie, ¡;e compa,raron los títulos virales de Ad5-~24 (E3º) o Ad5-

624E3 (E3+) correspondie~t~s a lbs,dos compartimientos, células y sobrenadante, en 

una curva temporal. En eLca~ó cf~I 01rus E3º, la cantidad de virus en la fracción celular 

incrementó 5 veces del día 3 al 6; sin embargo, no escaparon al medio hasta el día 9. 

En este caso, la tasa entre los títulos de medio:células fue de 4.9:1 (Fig. 24A). En 
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contraste, en el grupo tratado con el E3+ la liberación de progenie se observó desde el 

día 3 (2x106 unidades de CPE total), mostránaóº Lfriá~cüiVa'ascendente hasta'que 

alcanzó 1x109 unidades de CPE al día 9. El título en las 'células no aumenta porque los 

virus producidos escapan rápidamente ~1 ITl~dio' y 1a t~;~ ~Xt;~ 1os tít~1b;s. n1~ci1o:cé1u1a 
del último día es de 37.7:1 (Fig. 248). Estas cifras indic.an qUe el virus Ad5-.t'.l24E3 

libera la progenie con una eficiencia 7.7 veces más al~ que el virus sin E3. 

A. 
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Fig. 24. Estudio dinámico de la producción y liberación de progenie adenoviral en relación con la 
presencia o ausencia de E3 en las mutantes ~24. La cantidad de virus contenida en la tracción celular se 
comparó con la del medio en un curso temporal. El virus E3+ mostró liberación temprana (día 3) y una 
tasa célula:medio de 37.7:1 al final del experimento (8); mientras que el E3º fue detectado de manera 
tardía (día 9) con una tasa de 4.9:1. Es decir que la eficiencia de liberación de E3+ fue 7.7 veces mayor y 
ya que la progenie liberada puede infectar a su vez el resto de las células, su propagación también fue 
más eficiente. 

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

El resultado previo nos condujo a la evaluación de los virus ~24 con y sin RGD, 

E3+ y E3º. Al inicio de la sección de "Resultados" se presentó la validación de las 4 

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

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

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

de la infección correspondientemente de acuerdo a las características de cada línea. La 
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gráfica se expresa como el porcentaje de células destruidas· por poc:;illo; considerando 

como .100%.al.m1rl1ero de células presentes en grupos no expuestos ados virus.Los 

mutante;·E3~tueronmás-:~ot;~f~'er1 las.tres lineas· pero'con uñ~~tarf~t>Tliciaci en la 
ventaja ori.coHtic:;.a d~·L6~vecE3s.~ntr~ ,t\d5-~24/GFP yAd5~~2'4E.3e!l1-t~.I66T, hasta de 

20 v~~es e~rr~,)Aci'~-l24~Gbt.GFP, y Ad5-~24RGD (Fig. ~:~).rLa~ Jfre;~~ciia~. f~~ron 
mayo(és~en+célula~ ~5~9_y"'~KOV,.3 . q uedemostraron~ SE3r rn.ás .resistentes a los .. virus 

E3\ Áde~á~·"d~l;p~p¿j i~porta~te ·de la región E3 en la desfru'cción celular, se advirtió 

que d~ntro de los viru~ E3+ efposeedor de RGD en la .fibra es siempre más lítico (A549 

p<0.01; Hs 766T p<0.02; SKOV-3 p<0.02) (Fig. 25). Es decir, la combinación de ambos 

elementos es necesaria para obtener un virus con la máxima potencia antitumoral. 

A. B. 
E3- E3+ E3- E3+ ----

o e 
(!) (!) a: a: 

D. a: o D. a: o LL LL M (!) LL LL M (!) (!) (!) w a: (!) (!) w a: :;¡. ... ... ... :;¡. ... ... ... g ~ ;1 ;1 ~ :g ;1 ~ ~ ~ e .., .., e .., .., .., 
o ,, ,, ,, ,, o ,, ,, ,, ,, '"[. < < < u < < < < 

80 

~··,,·. 60 l - A549 @••·· e 'º A549 

e: 20 U;) ••.•. o o _._ 
u 

Qj 
"O .. L ~ 'º 1_l ... X;Y ( ) 

'lle_.:~; : --

o 60 

•e> -·. u 'º 
Hs 766T ~. 1 Hs 766T 

~ 
o 20 ~.(~· ,-¡ :o o 

o .. L t5 

J J!! 60 .••• ,_,. UJ 60 

'º 
SKOV-3 .•••. t~ SKOV-3 

20 ... , o --
Fig. 25. Estudio comparativo de la capacidad oncolítica de los adenovirus L\24 con y sin RGD, E3+ y E3-. 
La gráfica (A) se elaboró 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 tiñeron 
posteriormente con cristal violeta (8). Los virus E3• fueron más potentes que sus contrapartes y dentro 
de ellos el mutante RGD demostró la máxima eficiencia oncolftica en todas las líneas celulares. 
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8. Propagación del adenovirus de replicación condicionada en un modelo 

tridimensional in vitro: esferoides 

Los esferoides son agregados multicelulares que representan de manera más 

fehaciente la distribución heterogénea de nutrientes y oxígeno en los tumores reales 

así como su complejidad estructural en comparación con los cultivos en monocapa. 

Estudio;_d~j·r~~~(¡J~~i~n em este modelo soílrffuy dtfles en el campo de la terapia 

génica cfel óán6er:puestó que la mayor lirnit~ciÓ.n ;~b~ervada es la transducción más allá 

de la c~p~ c~lul~r dir~cta.-rlerite'.:ex¿ue~.t~·:al \/ec:torjnoculado. Su superficie es lisa, 
'. ' 1- • ' • •• • ¡'· 

siendó difícil I~ distinción de células individuales' y puede estar cubierta por una red 

filam~ntdsá'd~>pf~teínas dependiendo de la línea celular. En el centro, de acuerdo a la 
.'.-. -:;:.-: ,-· 

duración'dE3 cultivo, puede presentar áreas de necrosis. Este modelo se ha empleado 

para~I estudio de diferentes terapias antitumorales (Santini y Rainaldi, 1999). Con el 

mismo fin, se elaboraron esferoides de la línea A549 y se infectaron con los mutantes 

~24. Veintitres días después de la siembra de células estuvieron listos, primero para el 

análisis de la viabilidad del esferoide, empleando un par de reactivos fluorescentes de 

los que el verde (calceína) indica células vivas y el rojo (etidio) proviene de las muertas. 

Se observó que todas las células son viables en los pequeños, mientras que los de 

mayor tamaño tienen una zona central de células no viables (Fig. 26). 

Calceina Etidio 

.100µm-

Fig. 26. Viabilidad de esferoides elaborados a partir de la línea A549. Las estructuras tridimensionales se 
formaron después de 20 días de incubación desde de la siembra de células sobre agarosa. Al día 23, se 
aplicó un par de reactivos fluorescentes que indican las viabilidad celular de manera simultánea: en 
verde (calceína) las vivas y en rojo (etidio) las muertas. Se observa que hay un grupo de células dañadas 
al centro del esferoide de mayor tamaño. Magnificación = 50x. 
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Para proseguir con el experimento, se eligieron esferoides de tamaño mediano y 

similar entre losgrúposdetrátamiehto~(AdGFP, Ad5-~24/GFP y Ad5~~24RGD/GFP). 

Once días después de la exposición a los virus se observó que, mientras que el AdGFP 
- ... ---

(no repliCati~Ó) transduce únicamente la capa externa del corpúsculo, ambos 

repll~(lti~?¡; infectan capas más internas (Fig. 27) lo que comprobó que la replicación 

confiere una capacidad de penetración en una estructura tridimensional a estos 

adenovirus. 

AdGFP Ad5-i\24GFP Ad5-i\24RGD/GFP 

Fig. 27. Transducción de esferoides con adenovirus replicativos. Esferoides de A549 fueron tratados con 
viruses que expresan GFP. Once dias después se observó que en el caso del no replicativo AdGFP, 
solamente se transduce la capa externa mientras que en ambos replicativos ti.24 el efecto se expande 
hacia el interior de la estructura tridimensional. Magnificación = 1 OOx. 

9. Análisis del efecto de los adenovirus condicionalmente replicativos in vivo 

9.1. La inserción de RGD aumenta la capacidad oncolítica 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 subcutáneo 

de líneas celulares tumorales humanas en ratones atímicos es un modelo ampliamente 

caracterizado para el estudio de tratamientos anti-neoplásicos. Se eligieron las células 

A549 para demostrar la hipótesis central del trabajo ya que se sabe que tienen un 90-

93% de éxito cuando son xenotransplantadas a ratones atímicos (Topley et al., 1993) y 

es una de las líneas en donde se ha estudiado la capacidad oncolítica de los diferentes 
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virus mutantes in vitro, Dádoque el concepto del virus replicativo como terapia se basa 
' - . . -·· . -;-- .--- -·-· - -- ----

precisamente . en la capacidad de llevar a cabo varios ciclos .de, reproducción que 

conducen a la~eXtenslón a todocel tllmor, las dosis elegidas para e(trafamiéfüctfuefori 

bajas y la administración única. El resultado del tratamiento intr~tumoral con: 109 pv 
,. " -- ~ :,-,~-<--' ,:.o:-.-,,;::·:-:.-,o~-- ;->-;:.- -.. _._. -

mostróun efecto oncolítico similar entre los virus Ad5-~24 y.el-AéÜ5-~24RGD. Ambos 

detuvieron el cr~cimiento tumoral a lo largo de 32 días de m()dO similar a Ad5-wt300 y 

en claro contraste con los grupos tratados con PBS o el virus no replicativo (Ad5-~24, 

p<0.05; Ad5-~24RGD, p<0.01 comparado con el grupo tratado con PBS) (Fig. 28A). 

Incluso en algunos casos destruyeron los nódulos por completo como se presenta en la 

figura 288. La masa tratada con Ad5-~24RGD casi ha desaparecido dejando una 

costra (Fig. 288.c.), en comparación, otro inyectado con PBS continuó creciendo (Fig. 

288.b.). 
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Fig. 28. Efecto oncolltico de los adenovirus ti.24 administrados por vla intratumoral a dosis alta (109 pv) 
en un modelo de xenotrasplante subcutáneo de células tumorales en ratones atlmicos. Los nódulos 
fueron medidos 2 veces por semana (n = 5) (B.a.) y el tamar'\o se expresa como volumen relativo (VNO, 
siendo V el volumen medido en cada punto y VO el inicial). Se observa que tanto Ad5-ti.24 como la 
versión RGD tienen un efecto similar (Ad5-ti.24 p<0.05 y Ad5-ti.24RGD p<0.01 en relación al grupo 
tratado con PBS) (A). Fotograflas de ratones atlmicos con nódulos tratados con PBS (B.b.) o Ad5-
ti.24RGD (B.c) muestran el efecto del virus replicativo. Este presentó un claro efecto antitumoral, dejando 
una costra que despareció al final del experimento. 

Cuando la dosis se disminuyó a 107 pv, la diferencia entre los virus con y sin . 

RGD se hizo notar. La eficiencia oncolítica de Ad5-il24RGD fue mayor que el Ad5-il24 

(p<0.05), éste último no fue suficiente para ejercer un efecto antitumoral y la curva de 

crecimiento del tumor tuvo el mismo patrón que la del tratamiento con el virus no 

replicativo (Fig. 29A). Con el fin de confirmar la presencia de los virus en el tejido 

tumoral, se realizó un ensayo de inmunodetección empleando un anticuerpo primario 

anti-hexón y uno secundario conjugado a un fluorocromo verde. La presencia de virus 

se detectó en los tumores tratados con las formas replicativas, siendo la cantidad del 

virus RGD mayor que la del que carece de RGD (Fig. 298.b. y c.). No se observó 

ninguna fluorescencia en los tratados con AdLucRGD (Fig. 298.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 replicación de los virus provoca la desintegración del 

tumor, ya que el tamaño varfa de manera inversa al incremento en la cantidad de virus 

detectada y (2) la modificación de la fibra con la secuencia RGD confiere mayor 

infectividad, producción y oncolisis al adenovirus empleado in vivo. 
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Fig. 29A. Efecto oncolltico de los adenovirus 
ti.24 administrados por vla intratumoral a 
dosis baja (10 1 pv) en el modelo tumoral en 
ratones atlmicos. Cada linea representa el 
promedio de 4 tumores ± desviación 
estándar y se presenta como el volumen 
relativo al inicial. Se observa que a esta 
dosis solamente el Ad5-t.24RGD muestra 
eficiencia oncolitica. 
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B. 

AdlucRGD Ad5-i\24 Ad5-A24RGD 

Fig. 298. Cuando se analizaron los tumores empleando un anticuerpo caprino anti-hexón como primario 
y un secundario (burro) anti-cabra conjugado a un fluorocromo verde (Alexa 488) se detectó progenie 
viral de ambos virus t.24 en el tejido neoplásico (B.b y c). Los núcleos de las células se observan en azul 
(Hoechst 33342). La señal fue más intensa en las muestras provenientes del tratamiento con Ad5-
Ll24RGD (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 analizó el efecto de la presencia o 

ausencia de E3 en la capacidad oncolítica de los virus ~24 en el mismo modelo de 

xenotrasplante en ratones atímicos. Los nódulos se inyectaron por vía intratumoral con 

107 pv de los 4 virus .!'124 (con y sin RGD y E3+1-) así como uno incapaz de replicación y 

el vehículo. Como se observa en la figura 30, el crecimiento del tumor fue inhibido de 

manera parcial por Ad5-L'124E3 (volumen relativo del tumor = 3.22±0. 77) o total por 

Ad5-L'124RGD (1.87±0.53) 35 días después de la administración de los virus E3+, 

mientras que los tratados con los E3", no replicativo o PBS siguieron incrementado de 

tamaño. Las diferencias fueron estadísticamente significativas si se comparan los 

tratamientos efectivos con el grupo control (Ad5-.!'124E3 p<0.05; Ad5-.124RGD p<0.01) 

(Fig. 30A). El análisis de los nódulos al final del experimento mostró que 40% de los 

nódulos remanentes en los grupos tratados por los virus E3+ estaban compuestos de 

tejido necrótico. El estudio de los tejidos por inmunofluorescencia no encontró virus en 

el grupo control (Fig. 308), mientras que en los tratados por los E3+ se detectó 
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claramente su presencia formando focos muy localizado_s (Fig. 30_C), po~ ()tro Lado 30% 

de los E3- también mostraron virus pero el patrón .fue más difuso (Fig. 300). En 

conclusión, -el-efecto oncolltico del virus que posee ambos elementos, E3 y RGD, es 

superior al de los virus sin E3 o sin RGD. 
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Fig. 30. Comparación del efecto oncolitico de 
los adenovirus ~24 con y sin RGD y E3+ o E3" 
administrados por vía intratumoral a dosis baja 
(10 1 pv) en el modelo de xenotrasplante 
subcutáneo en ratones atímicos. La potencia 
antitumoral de los virus que contienen E3 es 
superior a la de los que lo carecen, pero no hay 
diferencia estadística entre los dos virus E3+ (n 
= 5) (A). El análsis de inmunofluorescencia 
detectó progenie en los inyectados con Ad5-
1'124E3 y Ad5-1'124RGD (C) con un patrón muy 
delimitado, mientras que algunos E3- también 
mostraron virus pero en forma difusa (O). El 
grupo control no mostró ninguna señal (B). Los 
núcleos se observan en azul (Hoechst 33342) y 
los adenovirus en verde (Alexa 488). 

D. 

E3· 

9.3. Cuantificación del adenovirus en el tejido tumoral 

Con los objetivos de comprobar que existe una reproducción del adenovirus 

dentro del tejido tumoral y de correlacionarla con el efecto oncolítico, se realizó la 

cuantificación en un curso temporal en el modelo de xenotrasplante en ratón. Los 

lisados tumorales se elaboraron por digestión enzimática de los nódulos inyectados con 

los diferentes mutantes. Previamente se analizó el efecto de la proteinasa en la 

integridad funcional del adenovirus empleando el AdGFP no replicativo que se expuso 

!~~,_-r::. ,·,¡; •. · 1· 
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a la enzima a la concentración y durante el tiempo utilizados para el experimento de 

titulación o a"medio de-cultivo simple. Posteriormente, se transdujeron células A549 con 

ambas preparaciones y la expresión de la GFP no presentó diferencias. Así mismo, se 

estudió el efe-etc. de la filtración de los virus a través de membranas de 0.2 µm y no se 

observó ninguna diferencia (Fig. 31 ). 

100 

~ 
a. 80 
u. 
t!l 

6 a. 60 ., .. 
"'CI 
'ü 
:J 

"'CI 40 ., 
e 
~ ., .. 

20 :; 
:¡¡; 
(.J 

o ~ ~ 
0.1 10 1000 

AdGFP 

-

-

O. 1 10 1000 vp/célula 

AdGFP/RGD 

Fig. 31. Efecto de la filtración en la 
actividad biológica del adenovirus. Se 
elaboraron suspensiones de 
AdGFP/AGD en 3 concentraciones: 
baja (0.1 pv célula}, media (10 
pv/célula) y alta (1000 pv/célula); se 
dividieron en 2 porciones y una se 
filtró a través de una membrana de 
unión de proteínas baja con poros de 
0.2 µm. Se transdujeron células A549 
con estos preparados se analizaron 
por citometría de flujo. En la gráfica 
se muestra el porcentaje de células 
positivas (GFP) de una cuenta total 
de 10,000 eventos. Se observa que la 
filtración (barras blancas) no afecta al 
virus ya que presenta niveles de 
transducción similares al no filtrado 
(barras negras). 

La titulación de los extractos tumorales resultó en la ausencia de progenie 

adenoviral en los provenientes de .los grú~o~"inyectados con PBS o con ÁdGFP: Todos 

los nódulos tratados con vir~s repli9ativo~ mosfra~on títulos que varíaride 3x1.08 

unidades de CPE/g de tejido (A.d5~ó2-;lG.f P)a gx1Ó11 GPE/g de tejido (A.d5,;L\?4/~GD) 
(Fig. 32A). En la totalidad de los casos, los E3+ tuvieron títulos n'lás' altC>s qÜé{íos.qué 

. .. . . ' " - . - . ·-. - . --~-- . . . ;.._::· . , -· - - " 

carecen de dicho gen. El cálculo del significado estadístico (t ?e Stu'defü) ;al dfa 9 

después de la inyección indica· qué entre Ad5-ó24G FP y Ad5~¿24E3 ,el ~~lb~ d¿~p=:0.05 
y entre Ad5-L\24GFP/RGDyA~5-ó24RGD de p<0.04. El adenovirus con E3 y RGD 

obtuvo las cifras más altas en tódos los puntos aunque si comparamos los títulos en los 

días 3, 6 y 9 la tendencia es a disminuir, lo que podría ser causado por la falta de 

células viables como se describe más adelante. Si se observa la gráfica del promedio 

del tamaño de los tumores en el momento de la disección (Fig. 328) se nota que hay 
--~---·--····--·- ·-·--·-·· .,. 'l"lrl ':' T ': ..... : l •• \ . ·,· ! 

1. !:: 1 ·' •• • '. 
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una relación inversa con el título de la progenie viral, es decir, los tumores con títulos 

altos tienen menor tamaño y viceversa. 
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Fig. 32. Estudio temporal de la propagación del adenovirus en los tumores inyectados localmente. Se 
tituló la cantidad de virus presente en los tumores a 3, 6 y 9 días después de la inyección. Para ello se 
preparó un extracto tisular por digestión enzimática, se filtró y cuantificó empleando el método 
espectrofotométrico. Las unidades empleadas son CPE por gramo de tejido y cada columna representa 
el promedio de 3 tumores ±desviación estándar (A). El tamaño correpondiente a los nódulos fue medido 
en el momento de la disección y se expresa como volumen relativo al inicial (8). Existe una relación 
inversa entre la cantidad de virus presente y el tamaño del tumor. 

9.4. El tratamiento sistémico no muestra eficiencia oncolítica 

Debido a que en la mayoría de los tumores no hay un acceso directo, al igual 

que en las metástasis, la vía de administración del tratamiento viral ideal es la 

intravenosa. Una vez verificada la eficacia del adenovirus modificado con la secuencia 

RGD in vivo por administración intratumoral, estudiamos la eficacia de los virus 

inyectados por vía sanguínea. Para ello, se emplea el mismo modelo de xenotrasplante 

y se inyectan 109 pv divididas en dos dosis en días consecutivos por una de las venas 
¡---·ff.I1~:: ·F3;:-· --·¡ 
¡ 

¡ . ¡ ~·~ ,.- \ i ! . ' 1 '·' 
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laterales de la cola. Este tratamiento no mostró efectividad oncolltica ni se obtuvo una 

diferencia estadísticamente significativa entre los grupos Ad5-624 y Ad5-624RGD 

después de 28 días, momento en el que se practicó la eutanasia de los animales 

debido al tamaño de los tumores en el grupo control (Fig. 33). Evidentemente, los 

adenovirus no eran capaces de alcanzar el tumor por esta vía, lo que condujo al 

estudio de la dinámica de estos agentes administrados en la vla sistémica. 
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Fig. 33. Efecto oncolitico de los 
adenovirus ~24 administrados por 
vla sistémica en un modelo de 
xenotrasplante tumoral subcutáneo 
en ratones atlmicos. La dosis 
empleada fue de 5X106 pV dividida 
en dos dlas consecutivos ( 1 OY pv en 
total} e inyectada en la vena dorsal 
de la cola. El tamaño se midió de 
manera semanal y se expresa en la 
gráfica como volumen relativo (n = 
5). El efecto es similar entre Ad5-
~4RGD y el silvestre, ninguno fue 
capaz de detener el crecimiento de 
los tumores. 

9.5. El adenovirus seco-localiza con las células de Kupffer en el hígado 

La persistencia del adenovirus en el torrente sanguíneo tiene implicaciones en 

su uso como agente oncolítico, de manera que cualquier intervención que disminuya su 

eliminación podría favorecer su dirección hacia los tumores cuando es administrado de 

manera sistémica. Está descrito previamente que 90% del genoma del adenovirus se 

localiza en el hígado a las 24 horas de su administración sistémica y que, de los 

componentes de este órgano, las KC son las encargadas de depurar diferentes 

macromoléculas 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 

r-------~1=·r: ::- .;·--(';,.;.:- · · · ·-1· 
1 " 
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vía intravenosa es interceptado por las KC, se realizaron estudios d9 co-loóalización en 

raton13='. .. ~E::: .. ~!1.bE1.g:t~ J~sLpartículas de látex son fagocitadas:):':~~'~.~ .. ~.<J~~ ·en este 

experimento se observa,n en.color verde (Fig. 34A), mientr~s que élviru~ se conjugó 

con unfluoróforo rojo (f'ig 348) y los núcleos celulares seJiñen d~ :azul, En la figura se 

muestra la lo~alización. ·de· las . p~rtículas virales que coincM~.~60n · 1~s de látex, ·dando 

unafluorescenciaamarillacori un patrón irregular (Fig. 34C). Esto indica que gran parte 

de los adenovlrus está confinado en las KC dentro del hígado. En apoyo a este 

resultado, en el siguleriie ~xperimento se administró el adenovirus previo bloqueo de 

las KC con• clorur~ de gadolinio y se observó que el fluoróforo rojo se distribuye de 

manera homogénea en todo el tejido hepático lo que demostró que es posible alterar la 

distribución del virus interfiriendo con la acción de las KC (Fig. 340). 

Fig. 34. Estudio de la distribución intrahepática del adenovirus administrado por vía intravenosa. El virus 
fue conjugado con Cy3 (fluorocromo rojo) y las partículas de látex con fluoresceína (verde) y se 
inyectaron por la vena dorsal de la cola: (A) látex, (B) virus y (C) ambos, en donde se indica su co
localización dentro de los círculos blancos. Cuando se bloqueó el efecto de las KC con GdCl3 , el virus se 
mostró una distribución más uniforme. CV =vena centrolobulillar. Magnificación = 100x. 
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9.6. El adenovirus es eliminado rápidamente del torr_ente sanguíneo en ratones 

- . ; ,·. : -

Demostrada la.interacción de los adenovirus conlas KC y que su bloqueo puede 
' .· - ' -, 

cambiar la distribución intr~hepática, se procedió •ª'medir la\ eliminaCiónsdel virus a 

partir del torre,nt~ sanguíneo bajo la premisa de que el .blo~ueb de ,las{KÓ también 

puede'modificéi.r·la f~rrn:a:cocinética viral;Ya•quese.~mplea'ur-ehs~yo,_de\ransducción ·. -
.- - --,-.- .'·-,--.--"·,-_-.- 3-'- ·o:·· ·----:. ,.-., .- '- --O· · · ... -·· ·-.-·'-'-·o .:'..>~-c--·''.::·:~\_-_c;.•-,.-----..,~-·,·--·:- ''- 0 L'·' '-·- ~-

de células'29'3 'para cüantifióar la .cantidad ele a.dendvir9s7~~-, s~h~re.7a/cl_iferentes 
tiempos; ke. ~om~en~ó por el análisis del efedo de I~¡. ~-~n&fe;:-~n/pi61l() proceso 

empleandoAdGF.P y se demostró que no existe ni,ngd~\ipód~ int~rf~recici~ (TabÍa 4). 

Tabla No. 4 

Efecto de la sangre en la capacidad de transducción 

PBS 

Sangre' 

heparinlzada 

RLU/25,000 células 

40,516 ± 10,725 

67,452 ± 18,101 

Comprobado esto, se midió la elimil"lación.del adenovirus del torrente circulatorio 

en ratones Balb/c. El virus se inyectó por la vena cava inferior,. se suturó_ la pared 

abdominal y se obtuvieron las muestr~s.:cjeésarigre a partir dé los vasÓs dE3 •1a. cola. 
' ' ' ,· . . ----· --._ -- . _,. ---- --

Considerando un volumen total desan~Í-e de 2 mL en él ratón, la '9onCentración 

calculada de virus fue de 5x106 -Ür:iid¿des de transdi.Jcción/µL,• Qe a.c~~rtj() a la 

cuantificación,· esto signifióa que'at1-~fn:de ladnyeccióri, s~la~eílte'.10# el~ .·1·ª ~osis 
administráda estaba circulaílao. Descf.~> .eL hiinuto 1 · al 5; el títufá¡ b~j~"?-~~edes (de 

6.5x105 unidades de transducción/~La. {o5 Unidades-d~ trahsdddcióAt¡iL),indicando 

que la permaQencia médiá del virus en lélcirqulacÍón és .rrienordé 2 min. A los 60 min 

sólo se detectó 0.01 % del título al prim-eÍrhinuto (Fig; 35). e . 
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Fig. 35. Depuración del adenovirus inyectado por vía sistémica y efecto del bloqueo de KC. Se inyectó 
AdGFP por la vena cava inferior en presencia o ausencia de GdCl3 y se tomaron muestras de sangre a 
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transduciendo células A549 condiluciones seriadas. Fotografías bajo microscopía fluorescente de la 
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9.7. Efecto dél cloruro de gadolinio en la eliminación del adenovirus 

Con el objetivo de investigar si la persistencia del adenovirus en la sangre se 

prolonga al bloquear las KC, se realizó el experimento descrito pero con previa 

administración de GdCb, inhibidor inespecífico de canales iónicos mecanosensitivos de 

los macrófagos. La disminución en la c.antidad d13 virus circulante fue solamente de 2,5 

veces del minuto 1 al 5; de 2 .ve~es entre 5 y 1 O min; 2.8 veces entre 1 o y 20 min; y 

casi 2 veces entre 20 y 60,rninjFig. 35). Así, eltítulo c¡;ilculado para los 60 mines del 

10% del título. del prirner:. rninuto, pero si se compara con el experimento en ratones con 

KC funcionales, el·adenovirus remanente en el torrent~ sanguíneo es 100 ve.ces más 

alto. Esto demostró que es posible incrementar la persistencia del virus circulante, por 

lo que se procedió a repetir el experimento de oncolisis empleando estas condiciones. 

9.8. El tratamiento con cloruro de gadolinio no incrementa la carga adenoviral 

que llega al tumor cuando es administrado por vía sistémica 

En base a los estudios anteriores, se establece la hipótesis 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 oncolítico que llega al 

tumor. Se empleó el mismo modelo de xenotrasplante subcutáneo de de células A549 

en ratones atímicos, salvo que. esta vez se. administró GdCb antes del.tratamiento 

intravenoso·con los adenovirus. l~~sper~darn,ente, él c~~c:irriienfo de los tumores· en los 

ratones inyectados con GdCls fué mucho mayor (Fig. · 36) (volumen relativo del grupo 

control = 7.05±1.2; GdCls = 9.25±2.57) y las pósibles causas de este fenómeno se 

discuten más adelante. Por otro lado, como se .observó en el estudio del tratamiento 

sistémico realizado previamente, el Ad5~ó24RGD administrado por vía sistémica ho fue 

efectivo para detener el crecimiento neoplásico (4.8±1.68) y la combinación con el 

GdCb el efecto fue deletéreo (6.86±2. 76) . 
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Fig. 36. Efecto del cloruro de 
gadolinio en la carga adenoviral que 
llega al tumor en un modelo de 
xenotrsplante subcutáneo en ratones 
atlmicos. El bloqueo de las KC se 
realizó con 3 inyecciones de GdCl3 a 
54, 30 y 6 h previas a la 
administración de Ad5-t.24RGD 
cuya dosis fue de 5x1 Oij pv en dos 
días consecutivos (10~ pv en total) e 
inyectada en la vena dorsal de la 
cola. El tamaño se midió de manera 
semanal durante un mes y cada 5 
días posteriormente. En la gráfica se 
expresa como volumen relativo al 
inicial (n = 5). El tratamiento con 
GdCl3 tuvo un efecto 
contraproducente. 
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DISCUSION 

Siendo el cáncer . una enfermedad mortal en la cual los tratamientos 

convencionales h~~ sido incapaces de producir un impacto significativó en la 

supervivencia global,> la búsqueda de nuevas opciones terapéuticas es un área 

·exp~ri~e~~r~tmuyactiv·a·~·E[cón.ociñli~nioci~•·1a:5cilferer1'cia~;.9enl3"tlca~s'y~mo1ecu1ares 
,.; .. _.. l -.o ' '- .-=~ -= ·::-~;· -- -

entre las células normales y·· las neoplásicás ha ·abierto'lapuerta•.a.estrategias. más 
• - ~ · .. ;:' . . - ' ' ' ·. - ' : . . .. ., ·-,_ - . . i. ' '. . • " :· ·'. . - - ' '·\ ' ' ' '., . ) 

selectivas como la terapia génica. De los·prbtC>~alo~ ipr6baclos:eni10~ E~tados Unidos 
.c. •" ~.;. '\ ... -... ,._·,,, •.·~, .. ;.;.·.-.·lo : . . ·;::, .. , ~·-:: .. : ,::'..·-'.· .. ';-.·· .,_ •. ...,_.,' ·-~-;. ·'·¡. ;<.'.·>~ .. -,/- '. 

y Europa en este campo, más d~I ;70%. se aplicéln a problemasionbolÓgicos~ Sin 

embargo, los resultados de estos ~stu~i?~_;irÍ~ica~ 'glJ~i1~;~d~ini~trcici<?n Cle lbs yectores 

convencionales de la terapiagénic.~,yéls~a·de rnaner~·intratumora1.·o sistémibél.,no son 

:~::i::::::.:¡::;~:·:~;~2f fróº~~:J~~Z~1~~~;t~fü~ii~~tl:~~:1~:tb~ºfi:t~ti:: 
para compensar la transdu~ción/infección ~ubÓp'Ü~a. Tre~'ia~pect6s cruciales en la 

viroterapia son la especificidad de la replicación viral, la capacidad de infección de la 

célula huésped y la potencia oncolítica. 

1. La selectividad del virus de replicación condicionada 

Existen dos estrategias para obtener la especificidad replicativa. El control de 

genes virales con promotores activos en tumores y la delación de proteínas que tienen 

funciones indispensables para su replicación en células normales pero no necesarias 

en las tumorales (Cu riel, 2000; Alemany, 2001 ). El virus Ad5-~24 fue elaborado por el 

Dr. Juan Fueyo y cols. en base al segundo concepto. Como se ha explicado en la 

"Introducción", la delación de 24 bp en la región constante 2 del gen E1 A es crucial 

para la unión de la pRB. Ellos demostraron que este virus es incapaz de replicarse en 

las células normales, en esfe\c~sofibroblastos, y una línea de osteosarcoma (pRs·1·) en. 
·:,' ' - .. ·./º'.· -. ··,·-· .. 

la que pRB fue· resfa4rad1f poi(tr~hsfección con otro adenovirus que lleva el gen RB; 
• • ,, , . .·.' ·. • ~.-- .. ¡" 

mientras que el ciclo vit~I dé1/Jiru~y la cito lisis ocurrieron en las células de glioma con 

alteraciones de la vía pR~Mf sJFueyo et al., 2000). La selectividad del adenovirus Ad5-

~24 estaba demostrada, si~ ~mbargo la baja capacidad de infección de las células 

tumorales seguía siendo una de las limitantes en el uso del virus con fines terapéuticos. 
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El bajo nivel del receptor primario CAR en la célula diana es claramente un 
- 1 ' 

problema central en la infectividad del adenovirus (Huang et al., 1995; Zab.ner et al., 

1997; Hemmieta/.,>1998;
1

rviiú~reta/.,·\99a; kaner eta/., 1999; Kasono eta/., 1999; Li 

et al., 1999; Nalbantoglu e( al'.; 1 ~9~). Se·trate de células neoplásicas o no, una 

intecCióri ·· ineficienta-·raffeja t;r1t>aJa-nivef~B~fxpresion-cf91-r0·c0µféfr--pffm·ar-1o:;'e11~ias 
células (Zabner ~t al., 1997; Miller ~t é:ft 1.99s; Pickles et al., 199B; .U e{~1.,\1 ~99); En 

este trabajo estudiamos los nivelesde CAR de diferentes líneas celulares tuhiorales 
'- _, ·- -, -.-

provenientes de diferentes órganos y como se observa en la tabla ;3, corro.boramos la 

existencia de esta variabilidad. 

2. Cómo incrementar la infectividad 

Ante este hecho, se han ideado diversas estrategias para alterar el tropismo del 

adenovirus e incrementar la eficiencia de infección de las célul.as neioplásicas. Estos 

incluyen el intercambio de la totalidad o la porción globular de ia fibra_p_?r la de otros 

serotipos que se unen a receptores diferentes a CAR (K'ras,nykh et al., .1996) y la 

modificación genética de algún elemento involucrado ~n ~.1.r~~cahi'.~~6·:.de eri,trada para 

introducir motivos de ligandos específicos de ciert()S r~beptb,re~(q~~ ~El ~llcuehtran en 

las células blanco; Algunos investigadores h~n alte,fad9 g~q~tib~m~rit€3 el :extremo 

carboxilo t(3rminal de la fibra con éxito (Wickham_ ~t al~, 1~~l);[get~ ~_íl.9,c~te·.trélbajo se 

eligió el glóbulo (knob) de la fibra, responsablé de 1á' adhesi.611 inicial. .En d.icha 

estructura,. los componentes implicados en la ifoef~c~Íó~ cb)1 QAR s,on.~(as~ AB, la 

lámina-13 B y el asa DE; mientras que otras .asás, QE distal, F~- cli~t11FyHI presentan 

gran variabilidad entre los diferentes ser9tipos (Roelvin.k ef a.1.. 19~ª)Ú o~ eilas, se 

escogió el asa HI en base a la locáliza~iÓl1 ~xterior, la· flexif>iHdád 1/la. al.l~ehcla de 

interacción con otras estructuras irítranioleculares de m~dÓ qLe I~· Inserción de 

secuencias adicionales no afectarí<':l'laHrimeri:Zaóión de látibra y.en·el hech6 de qúe la 

longitud de este asa es diferente ~ntr~ los serotiposindicando .la exlsterícia de cierta 

tolerancia a la variación (Krasnykh et al., 1998). 
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La siguiente cuestión fue la elección de la secuencia. Las características que se 

buscaron fueron que no causara alteraciones estructurales, no requiriera de 

procesamiento postraduccional y que pudiera adquirir la configuración correcta en el 

contexto de la fibra para interactuar con el receptor (Krasnykh et al., 1998). Polipéptidos 

cargados positivamente como polilisina o poliarginina se han empleado con este fin 

(Fromm et al., 1995; Wickham et al., 1997f.§'irí)~rll'§~argo}~l1osofros elegimos el 

tripéptido Arg-Gly-Asp (RGD) porque cumple c8n las fre~ características, i~tera~ciona 
con la inmensa mayoría de las integrina~· prese~te~.e~ ~~alquier tipo celylary•se sabe 

que hay una expresión exagemda d(léls de tipo cxv erfalgunos tumores o e~ losvasos 

sanguíneos que los nutren (Albeld~et~('1.990; Gladson y Cheresh, 1991; K8i$un'en et 
'•:. .-~ - ;_ >'·'·'.'<·:>;·;·-~· _:_, .. _- ' - - : ·-_ "'.'' ·_-:'.,'.. '.·'. -,<,::".< ,f,~'- ~' ·?<e·, . 

al., 1995; Gladson, 1996), lo quE!facl/Orec'é el. uso de este tipo de aden9virús;Y~()'cjific'ado 

con RGD en el tratamiento d~l 'cán:ber;;'La secuencia se introdujo co~o ¿·f ~~nfpéptido 
con 4 cisteínas que forman puent~s.

1

dÚ>ulfuro intramoleculares (CDC:R:§O~f~) lp tjGe .le 

da estabilidad y la formació~ de u~'. as.a que expone al máximo la ~~~'.0.~ry~i~-1.f~~p para 

la interacción con las integrinas (Koivunen et al'., 199:5) •. ·E'i;:·¡·~'.~r~M~htc,.cie la 

transducción por un adenovirus no~~plicéltivp con ha if1<?ºfp()rffeci~n·~~Ú~tré~·.~·~ :~G~fue 
demostrada por Dmitriev y cols. (Dlllitrie¡v, etal.,J 9~8): . ···. . ....... ···· . . .. 

En la tabla 3 se mue~!~~.Jf1r~>ep[e~ión",9~§)a~·¡n,~~~rinas &v~;y~5;0n_1.éls'mismas 
células en las que_seestucjic),la~pre$en7.1a.ge·_~Aft,!odas las.célula~ pre~~ntan,una 

:~.~:~~:: d~if~=t~(l~f $l~ít~'.~~~¡;~R~1~~!~r~e;~::~:. Ja Unióó Y ~nfrada del 
,·:; ,-.:;,·_~· ~ J .-~· 

i"'.' 

Con el fin dé d~~c5str~r:~9u~:l~·pf~_§e'hci.~d~ RGD permitiría la entrada del virus 

por una vía alterna ada p'riiilaÍi,~.:;:~e+p~~~~~~ el efecto causado por elmismo número 

de pv de Ad5-wt y el corres~brjfo~~htei'.íhÜfante Ad5-wtRGD en dos modelos: (a) células 

A549 con CAR bloqueadd ~cSrfoh~:Jdrrfü.1.soluble de la fibra adenoviral y (b) células RD 
' --._'·, i~:~.>:-.-~';-~_-::.~:'..'\'.~_..-.; ·,:. _( . -

con niveles casi nulos del:'. receptor -primario. Se observó que cuando el receptor 

primario es bloqueado, sol~h1~;rité>1a,forma con RGD es capaz de infectar y mostrar un 

efecto citopático (Fig. 23). A~imi§ri,0 1 en 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 vía alterna de entrada, mas no demuestran qué tipo de 

--------
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moléculas. que podrían estar participando, por lo que se intentó demostrar de forma 

direCta el papelee las integririas mediante su inhibición por anticuerpos o péptidos -

solubles artificiales, pero ambos tratamientos provocaron el despegamiento. y muerte 

de las e.álulas y no pudo ser ~omprobado. Sin embargo, está establecido que RGD es 

una secuencia consenso que se une a una gran variedad de integrinas (cx5P1, cx8p1, 

cxvp1, cx~p3, ~~p5, ~~p6, cxvp8-, ai1b~s. cx2p1, d:3p1, cx4p1, cx7~1) (R-u_osla~t1ti: 1996) y 

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

3. La combinación de las dos estrategias 

Con estos antecedentes, decidimos combinar las .. dos . características: 
"" ·- . /,'. _.:,-. - ... ,._.,_ -· 

selectividad (L\24) e infectividad aumentada (RG D) en un sol.o virus y: estudiar su 

capacidad citolítica. El DNA de los virus obtenidos fué analizado porPCR seguida de 

digestión enzimática y por secuenciación (Fig. 14 a,16). Estos f4eron~11{i:>1iiicados en 

células A549 o Saos-2, que carecen de material genético trari~dompleh~eritario a la 

delación L\24. Es importante subrayar que no aparecieron adeno~irus ~Ónt;l11inantes 
con el gen E1 o fibra silvestres a lo largo de la propagación de Ad~~L\24R~[). ~demás 
de la corroboración estructural, se realizó. un estudio funcional en rel~ción. a la 

capacidad de los virus de unirse a. pRB. Los resültados de la inmun~pr~"¿ipitación 
indican que la ausencia de la delación t.\?4 inhibe esta interacción, mientras q~e el v,irus 

silvestre muestra claramente la;·pres'ehcia idel complejo E1A-pRÉL(FÍg; 19). Cabe 

mencionar que las formas de E1A con variación de la movilidad en el. gel se ha 

observado previamente (Egan et al., 1988; Barbeau et al., 1992). 

Primeramente se realizó el análisis temporal de la capacidad de replicación de 
' . . . , ' 

los virus tl24. Para ello se incubaron las células infectadas con dosis bajas de cada 
;.·_ • :-_,_r , .; :< '.. ~ .. y:·· -. : : 

virus {0.01 pv/célula) en medio con BrdU. Este es Úri métodó d~'.mt=idiC:iÓiiihdirecta de 

la propagación a través de la incorporación del nucleotido durante/la síntesis de DNA 

viral. A los días 2, 4, 6 y 8 después de la infección se recolectó solamenté~elmaterial 
genético encapsidado (incorporado en la progenie viral) y las muestras fueron 

analizadas por la técnica de Southwestern-blot empleando un anticuerpo anti-BrdU. La 

propagación del Ad5-tl24RGD fué más eficiente que la del Ad5-L\24 (Fig. 21 ). 
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En base al experimento previo, decidimos titular la cantidad de progenie viral de 

ambos viru.s in vitro.- Para ello se infectaron células A549 con un virus no replicativo 

(AdLucRGD), Ad5-L\24 ó Ad5-L\24RGD y se midió la cantidad de virus generado a los 8 

días después de la. infección. No se obtuvo progenie viral a partir. de las células 

infectadas poíel vector control, mientras que Ad5-L\24RGD tuyo un rendirniénto de 43 

veces e1 del vir~s-'Aª-s-L\24. l-odos estos resultados conduC:ell aJ~c~n~Tli~ión~cie?Ciue 1a · 

modificación genéltica de. la fibra con el motivo RGD increment~ 1
1

~· infección y la 

reproducción dej'ad~novirus. 

Posteriorm'énte, fue estudiada la _traducción de este fenómeno a la destrucción 

de células tumorales. Las m'onocapas celulares fueron infectadas con los diferentes 

virus mutarités y la capacidad lítica ~e midió empleando una técnica calorimétrica 

basada en la bioreducción del reactivo XTf por. las deshidrogenasas presentes en las 

células vivas. La conclusión obtenida a partir;de los resultados fue que la incorporación 

de RGD en la fibra incrementa la capacidad lítica del adenovirus. El efecto varía en 

cada célula dependiendo de la combinación de integrinas y CAR expresadas. En las 

LNCaP, que tienen bajos nieles de a.vl33 (Zheng et al., 1999) (tabla 3) la ventaja 

oncolítica no es tan grande. Sin embargo, como se observa en la. Fig. ~ 1 a ·.del 

experimento de transducción con AdLucRGD, las a.v135 .integrinas y .prob?b1~1mente 
'-· • .• ·, '< .,.,._" .. -. ,--.- - -·-

otras integrinas expresadas por estas células como 0:3131 y a5131 (Rokhllnty Óohen, 

1995) ayudan la entrada del Ad5-L\24RGD cuarido:Je ~clrhi~i§tré.fa cld~i~.:baJ~ pero 

estos receptores se saturan rápidamente y nohaydife~~n,ci~~-a·dosis iil1t~s'.'En1 el caso 

de A549, que expresa CAR, la presencia~de a.~13~ en 1.fr1 ~i\/¿l'e~treinaé:lárneiite altó 

contribuye al incremento del efecto.·· 

Un aspecto de interés es que la densidad de las células en el cultivo parece 

estar relacionado con la unión del adenovirus a algunas moléculas de superficie como 

los glucosaminoglucanos derivados del heparán sulfato en donde a menor confluencia, 

la interacción virus-célula aumenta (Dechecchi et al., 2001). Además está descrito que 

la expresión de CAR varía según la densidad del cultivo (Carson et al., 1999) y 

observaciones realizadas en nuestro laboratorio indican que podría existir tal efecto (Dr. 
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Toshiro Seki, comunicación personal}. De modo que es un factor que se debe 

considerar durante los experimentos. En el presente trabajo las infecciones se·. 

realizaron a una confluencia común de 85-90% de las diferentes células y se considera 

que no han afectado los resultados. 

4. Cómo incrementar la potencia limitada 

En la terapia génica convencional, en donde el objetivo es transducir células con 

genes heterólogos, los sitios elegidos más fre,cuentemente para la inserción de 

transgenes son E1 y E3 (Grunhaus y Hol'\¡Vitz, 1 ~92.); Hace algunos años se describió 

que unapr()tefna codificad~ en_ el ·>gen.E_3, po~t~ri~rmente bautizada como proteína 

adenoviral ·riio.rtál.'..(~p~y;: tjue~.:e~táJ~y()1~6Vad·~-en. la lisis de la célula huésped y el 

escape deéia·~:~rJªéni~/CT()lle:f~o·A·· ~t~i. :19~6a}. Era evidente que ésta influiría de 
. ·-.. - .-~'· . , .· .. ,,: , .•.... ·' ,., ,, . ., . :::.' - ""· .; ,.;,.. . ¡;·' '~ ';r·>· ;; , ._. - .. > 

manera'cii~Ei'c:ta aX1afr~ot~ncia on'C:oííücade 1c>s agentes empleados en 1a viroterapia. 

Este as¡{éclo ~·~ if~ ~trT1~ iri:lp~rtanci~ en cuanto a que algunas estrategias actuales de 

terapia virat ihtr~dlJc~n 'genes "suicidas" (Freytag et al., 1998; Wildner et al;, 1999) 

sustituy~~d~ a É::lpara incrementar la capacidad lítica de los adenovirus. Al inicio del 
. . . ' ~ ' ' 

presente proyecto, este elemento no había sido tomado en cuenta y con el fin de 

analizar el papel que desempeña este gen en nuestros virus, se elaboraron mutantes 

de Ad5-~24 y Ad5-~24RGD con y sin E3. Como representantes de los virus E3º se 

utilizaron virus con el gen de GFP introducido en el sitio E3, previa demostración de 

que la presencia del transgén no afecta la biología de los virus E3º. 

Ya que la cuantificación de la carga viral que se libera al sobrenadante se ha 

considerado, recientemente, como una forma más fiel para valorar la potencia 

oncolítica de un adenovirus (Alemany et al., 2000), se comparó a carga generada por 

Ad5-~24/GFP con la producida por Ad5-il24E3 y resultó que la presencia de E3 

conduce al escape temprano (día 3 después de la infección) de la progenie y al 

incremento exponencial de virus en el medio (Fig. 26). Está demostrado que los 

adenovirus mutantes que carecen de ADP generan el mismo número de placas pero 

que el tamaño es más pequeño debido a la incapacidad de ruptura celular (Tollefson et 

al., 1996), es decir, el efecto de E3 recae estrictamente sobre el proceso de 



ruptura/salida de la progenie y no en la replicación por sí misma y el incremento de 

virus E3+ se cdebe a que~se libarán antes, infectan a su vez a células circundantes y 

continúan con ciclos líticos subsecuentes. Se realizaron los estudios in vitro en 
- - . . . 

diferentes lí~~as ~elular~sy se demostró la superioridad .de los adenovirus que 

contienen E3 (Fig. 25). Y, a pesar de que la presencia de este gen tiene un peso 
-_-.: -0--_-=;_--~-cc'"-=-'~-o--

predominante en la potencia oncolftica, el virus E3+/flGD+ ITlostró una ligera ventaja 

sobre el E3+/RGO- (p < 0.01 en A549, p < 0.02 en Hs 766T y SKOV-3) (Fig. 25). 

5. Los esferoides 

En busca de un modelo.if1 vitro_q(Je·r~prese:irita~e.el crecimiento tridimensional y 

la organización de un tum()r.scjlid(). d~ f~rrna·re~Hsta, sé.elabC>r~ron-esferoides 
multicelulares con la línea ti.Jmorar/\549~~Estas estru~tLr~s se :pued~ricie~( a.partir• de 

, __ :· :-'· <~-:.--{ >·=::~ __ )?~"-1;~\s:;_- ~ ~:~,,._:.- ~-·-:·-'·:.._. >-}>. ._;:·:::·:- F/:· ... '.:· :,:-: __ ?!_.·,,: · .. :,.:.:::::: _: ~:~_;_: _: r~~-~~: ><». _:_ ·:.·\·, _;:::::~:. ; (s~_: ___ ::·_._ :/ 
otras líneas celulares o ~e ·lllat~ri~I prima,rio y'.'Oan si?º empleadas Em;i~sti.Jdios. ~e la 

::;~;=~~ª::~:~1~~~1¡1~~~r~I:l~~~j~;;J.f ,":~r;íg~t~~~tt·~1?~~>;{9i;~jtk d; 
al., 1997) .. Está desórito que. la expr~siórÍ de Íntegrinas·disfninuyE) en las qélÚlas que 

conformán est'e~oides s( ~~· '6o~p~r~ •con l~s mismas 'en. cóitivo i~n Jhndnocapa, 

característica que se·ace~ca·• más ~· 1~ situación de tumores xeno'iraspl~~tél86~ in vivo 

(Waleh et al., 1994; Hauptmann et al., 1995). Otros aspectos comoSa ~et~rogeneidad 
de las células que los componen, del su estado de oxigenación, del pH, de la difusión 

de nutrientes, entre otros, hace de los esferoides un buen modelo para el estudio de la 

expansión de los virus replicativos Ad5-.!l24/GFP y Ad5-.!l24GFP/RGD en comparación 

con el AdGFP (no replicativo) de manera dinámica. Esto fue posible gracias a la 

fluorescencia que permite seguir el avance de la infección/transducción dentro de 

esferoides· particulares sin la necesidad de procedimientos histoptológicos de fijación y 

tinción. Q()ITlo se observa en la figura 28, 11 días después de la infección, AdGFP sólo 
',. 

transducé lél.icapa más externa mientras que Jos virus .!l24 se expanden hacia el interior 

y la perife~ia se vuelve más difusa debido a la destrucción de las células que la 

componen (aunque ésta no es muy marcada debido a que estos virus carecen de E3 y 

fueron elegidos únicamente para la visualización del fenómeno in situ), pero los 
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agentes empleados en la clínica deberán ser E3+ para asegurar la máxima eficacia de 

penetración y ollcolisis. 

Este modelo sigue siendo deficiente en cuanto a que el tamaño de.los.esferoides 

es de 250 µm de diámetro en promedio. Losnódulos xenotransplaritados en ratones 
- - - -~ .::-=----=~-~~=~-..'-~=---.o_~-_.o'._~- -=~;~---o---~""~---_,~·,,__ :_'.~;,=--=~~,-=-~L~=-~""'-:; ~=-""'~=-o~: _:_-=-----=-~·--e-_~~""-- -

alcanzan más de 1-cm y en los paci~ntes lam,asa,'es mÜcho illay,ar.· Elmi~roam~iente 

del tumor y las células que . lo ~onfor~ari'.: ~bn'.'~l~~~e,~t·~ h~t¿~bb~n~
0

bs .. Una gran 
~ • - ··~··'"- ' - '· . . . •• -- ·• - -- -· ' '"•· - ·•· • : .. ...... 'c. ~"'o"' . . ' . ' - ' 

diferenci~ es la presencia de vasos ~angyíneos .. Lafinf~bción';deHos·:es.f~rhide,s ocurre 

:::~~.:~;i!:~~~~J~~~¡;¡¡~~i~l.!~~tr~~d~~1i~i¡~{~~1If I~l:: 
de no.· serlo;; la\Yí á\és(si~.~émjcél(NelTl.u n~iti~:et a.I'.; i ?00,1.); ·· .. Pe,"m<?,c:lo}'gu~; p~fªS~stüdiar 

"· ... _ · J<: -. ~_:.p::.. '.~',-._:-. i'" r ,._:-.' ,> .:· -:-:- ---. - - ::_~"' -- . -,,;:< <<_;. ·!';-:~-'.:/:_ : :_~,\ ,:...: . ;<-.;;,- :y·.:>··'.17:,~:~:":- 1~~\.'.-.<~:1/·:';_:_ .. :--~~-,:-?·-:::·-~~~~-_. .. k-~~\ ~J>~~:,. _ ,._'. -;_ · .· 
los virus en'.l'el,aóic)r .a estos aspectoses .. ne~esarióel'rn§d~J?·~rid!aj/JSitJ·~-]qélrgo, .los 

::~:~::.'r~~~~:;::~¿~~·.11:;::;:~~:~;~g1:1i~~~~l~:~i;~r~~~r!~f "~}t~!~~~;,ron 
~ .\-:' - ',/:'-.:;'. •.r:,. _A: ··.···¡'.~:\! ; - e· , 

f_¡-.;. 

Otro modelo in vitro que.ha·si~clo~íl11pl~~do;;6ón~,xitb'e~·~WC:S1ti\/bb~ganotípico. 
' .. ·.,._, ___ ,,, ·. '•'! .· .. -.... ·«' ·-.: ,.,,· .. . ,: ... :-- '· ' ---·--·· .. :·._ e,·. ···' 

Este se origina de especí.menes.tÜrndr~I~~ e) nd 'turriórales7q~~?~e·cuítiv~n sobre· 

estructuras de soporte: cq~ierlá~,:o_:im~r~~nadas · c-onipr,()t~foai:4_~ l~:~q~-{ que. 

mantienen el crecimiento, diférerigiációh y arquitect.ura dé IQé '.t$ji~osr•of:igihales. La 

elección del modelo tridimensional dependerá del tipo histopat~lógic§;~gªIH.11Tlor en 

estudio. El cultivo organotípico es ideal para el estudio dé tumores epit~liales (Balague 

et al., 2001; Boxman et al., 2001; Hansson et al., 2001 ). 

6. El modelo animal 

Dentro de la oncología, los modelos murinos se emplean para estudiar los 

mecanismos y características del desarrollo tumoral, la metástasis, la inmunobiología 

del cáncer, entre otros aspectos. Sin embargo, uno de los objetivos más importantes es 

la predicción de la respuesta terapéutica en los pacientes. El xenotrasplante de líneas 

tumorales humanas a ratones inmunodeprimidos se ha empleado con este objetivo 

desde hace más de 30 años (Rygaard y Povlsen, 1969). 
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En el presente trabajo se eligieron ratones Ncr-nu/nu que tienen una displasia 

tímica y por consiguiente una carencia congénita de linfocitos T competentes 

(Pantelouris, 1968). Las funcion'es afectadas incluyen la relacionada con los TL CD4+, 

como la síntesis de anticuerpos y la hipersensibilidad retardada; las dependientes de 

CDS+, como la eliminación de céfÚlas infectadas por virus o las malignas; o de ambos, 

como el rechazo de injertos; pero no son totalmente inmunodeficientes ya que tienen 

linfocitos B, además de células NK y macrófagos abundantes con reactividad elevada. 

Ya que las ·células trasplantadas a ratones atímicos mantienen sus 

características genotípicas y fenotípicas, se considera uno. d~. los,m~de.los 'más 

cercanos a la situación real (Fidler, 1986). Sin emba~~o, no.todas las·c~ll.JI~~ tumorales 

son capaces de generar nódulos en este anirn~I (Shkrkey y Fogh/~19ad). [)e· 1'aslíneas 

celulares que permitieron demostrar la sup~rioridad o~dc>1riiCa!d'e1'Ad~-~24éGo in vitro, 

se eligió la línea tumoral A549 por su alta capaci~a:~ de i~plantación ~~bcut~nea (90-

93%) (Topley et al., 1993). 

Con el fin de demostrar in vivo la sup~rioridad oncolítica de los adenovirus 

condicionalmente replicativos con infectivic;lad. aumentaaa, se elaboraron los nódulos 

cancerosos como se describe en la secci(m de/Material y Métodos" y se trataron con la 

inyección intratumoral de 109 pv eW\r~oá<~oLa Cl.plicación. La gráfica de crecimiento 

tumoral indica que, a esta d9sis, lo~i GirU~ repHcativos son igualmente efectivos en 

detener la proliferación·tumorélL~:.c:le.~~~:S,s'·.~e;32 días de la inyección, e incluso en 

algunos casos, destruirla p~r\ [oaj'pl~tb(.: (Ad5~ó24, p<0.05; Ad5-ó24RGD, p<0.01 

comparado con el grupcf,fr~t~ge~~A}iU~·~)'iüFr~~)\).,Cuando se bajó la dosis a 107 pv, 

se evidenció la superiodd;~ .~·~(·~dé-é21BGD (Ad5-ó24RGD vs PBS, p<0.01; Ad5-

ó24RGD VS Ad5-ó24,p~b:c)5),(Fig~ 298): Es decii"que, incluso un virus.menos potente 

(Ad5-ó24) es capaz de éje'rceY Ul1 efecto antineoplásico al ser aarriinisfrado en 
'· .. . '',, ·, : . ' . . , ' . ' ' .. : ,. ;:·~ 

cantidades altas. Otros.investigadores emplean esquemas de administraCión múltiple 

(Shinoura et al., 1999;. Héise et al., 2000; Rogulski et al., 2000). Sin embargo, el 

adenovirus administrado en cantidades altas es hepatotóxico, por lo que se busca 

emplear las cantidades más bajas posibles sin perder la eficacia. Los resultados 
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señalan que esto es posible con el virus RGD ya que el inóculo inicial, aunque 

pequeño, produciría de manera local=un incremento exponencial de la progenie y de 

células tumorales muertas que puede incluso extenderse al tumor completo. Además, 

la comparación del efecto oncolítico en relación con el gen E3 mostró que los mutantes 

que lo poseen son más efectivos que los que lo carecen (Fig. 30). Para demostrar la 

presencia de progerile-erre1 tejiCfo tumoral, muesfrás~hlstológicas tomadas a.1 fina( de 
los experimentos se analizaron con un anticuerpo· específico contra el hexón como 

primario y otro secundario conjugado con un fluorocromo verde. Las muestras 

pertenecientes a los grupos tratados con los adenovirus condicionalmente replicativos . . 

fueron positivos a la detección inmunológica. La intensidad de la señal fué variable, en 

general mayor para los virus.Es+. La ausencia devirus en los tumores\~atados.con el 

Ad5lucRGD (no replicativo) jÚnto con el tiempo transcurrido desde l~''i~y~céión nos 

llevó a la conclusión de que lasaña! pertenece a la .prbgenie del vfrus'in9'~ulad·~ (Fig. 

29C) y a la hipótesis d~ que la reducción de la masa tumbr~I se d~bía ala 'presencia de 
- - ·',: :.· . ·, ' ... -

adenovirus en propagación activa. 

Para corroborar est~ último punto, s~ repitió- el :,,e~~erimento de . i~yección 
intratumoral con 107 pv, y 1bs nódulos ('.n :::: 3) sk· r~boÍ~Ctarori a' interyále>,~ de 3 días 

durante 9 días para analizar.la'carltidad total d~ virus presente (Fig. 31).~EI título mostró 

una tendencia ascendehte ·~n los.ad~novirus E3'; pero estática. o incll.Jso·lig~ramente 
descendente en los E3+. No hay diferencias estadísticamente significatiVa;ell;cu~nto al 

- ::-·o~- ;·';~:· . ' ' - .~ 

tamaño, ya que en este experimento se eligieron específicamente puntos en la fase 

temprana de la curva de crecimiento de los tumores (Fig. 31 B) para evitar nódulos con 

material necrótico en donde el virus no replica. El tamaño presentó una relación inversa 

con el título; es decir, a menor título mayor masa y viceversa. Se piensa que; el hecho 

de que la cantidad de virus no incrementó en los tumores tratados con los virus E3+ 

puede deberse a que las células van muriendo sucesivamente, se pierde el sustrato en 

donde replicar y se llega a un estado de>"equilibrio dinámico" entre las proliferación del 

virus y de la viabilidad de las células cancerosas. Mientras que en las E3·, la velocidad 

de reproducción celular es mayor que la del virus y hay un acceso continuo al huésped. 

Este fenómeno se ha observado también in vitro por otros investigadores (Dr. 

Nettelbeck, comunicación personal). 
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7. Tratamiento sistémico 

La vía de administración de los adenovirus replicativos se escoge dependiendo 

de la localización de la neop,lasia. La administración intratumoral es posible en casos 

como el cáncer de próstata (De\fl/e~se et al., 2001}, de cabeza y cuello (Nemunaitis et 

al., 2001) o en glioblastoma·(l"rask~etal.; 2000)•0 intraperitonealcomo.en·el de ovario 

(Vasey et al., 2002} ;,sin en1baigo,'mJ~b6~Jip'o_-~ tumoralessorf ináccesible~al .igLJal que 

las metástasis en cuyo C:B.s,e I~ Jía-si~f~m'ica s~ conviecte ~n: la;:uni~a· ruta con 

posibilidades de alC,anzar.ios.; tÚp1~res".(F:eid·; 2QÓ1). Es:~·p()r ello ·qúe ~e estudió la 

efectividad oncolític~ de. los virus ~2~ (~ ~·1 Ó~ pv) inyect~dos al torrente sanguíneo en 

dos días consecutiJos .(Fig. 32).: De~ai6rt~hadamehte,<~I :tratamiento sistémico mostró 

baja eficacia, lo que ~o~cuemla c~~ 16s•'res;ultados de alg~hos<irÍvestigadores (Heise et 

al., 1997), pero otros han demostrad() I~ remisión d~ tumores empleando el modelo de 

xenotrásp!ante' sübcutáíleo (Yu et ~l.', ,1999). En nuestro C:aso, la curva de crecimiento 

de los tumores es ascendente en todos los grupos y, aunque la ~endie~t~ es; menor en 

el tratado con Ad5-~24RGD, no se observó eficacia oncolíti~a~ Est6 haJlevado.~ otros 

investigadores a combinar la viroterapia con otros frat~rnI~ntos 'c()~venci~ri~les 
(Freytag et al., 1998; Heise et al., 2000; Yu et al., 2001 ). Las ra;6ries de'l,á in~fl~iencia 

_. __ ,_. '"-'"·'·'·- ·-,:·. ·,. .. :·· :. . 

del adenovirus administrado por vía sistémica son varias: la diterenéia1.c:le expresión del 

receptor CAR entre los órganos, las barreras física~'y 1a'in~uriología, Guarido se 

inyecta un adenovirus por la vena dorsal de la cola es ~ebue~trado.de las cél,LJlas diana 

(tumorales) bajas en CAR por otros tejidos "~o;~c:li~r1á" cbn~ito CÁR como el' hígado 

(Kass-Eisler et al., 1994; Fechner et al., 1999)~ La modificación de la fibra con el motivo 

RGD provoca una redistribución hacia el bazo, pulmó~ y riñón (Reynolds et al., 1999} 

pero no se ha observado la dirección·. hacia los tumores. Recientemente se ha 

demostrado que para reducir el hepatotropismo natural del adenovirus es necesario 

abolir la unión a CAR ya las integrinas av (Einfeld et al., 2001) y en combinación con la 

modificación de la· fibra ccíh ligandos específicos, la infección se podría,;ver 

completamente redirigfda. Se han diseñado diferentes estrategias para modificar el 

tropismo como la conjugación de moléculas proteicas a la fibra como el folato 6 el 

factor de crecimE!into de fibroblastos (Douglas et al., 1996; Goldman et al., 1997) o no 

proteicas como polilisina (Wickham et al., 1996) y la unión de anticuerpos biespecíficos 
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(dímero de anticuerpos formado por uno que se una a la fibra y otro al receptor) 

(Wickham et al., 1996)'. Sin embargo, las interacciones entre la fibra y los ligandos no 

son covalentes en estas técnicas, .lo que hace que el complejo sea inestable y menos 

aplicable desde el punto de yista clínico. 

En cuanto ~:l~s~b~rr~·rasfí~lca~~ ~~~~~~:}~~~p~t§íD·í~!ffr~~Üf~?'~efi~s:va~osº que 

irrigan· a· los.•·tumores/há~tá~1a.·con1pósición:y'C>rgani*adó~·dé la' matriz, e.xtracelular, 

actúan en ·cont~.~· d~I.· tran~porte.i.nt:r.sticialde.mac~on1~1ebulas ·i/,C?.1.uyerido al•a.deno.virus 

(Fechner et ai.r 1~9~·; .. Ne~ti· ~f ~f:;· ·~o~qfü:~s~· h~n:~·in;~ct~d,Ó prot;i;~~él~···~omo ·la 

colagenasa o' latrispin~ .ánt~s. de.IJratamientóviraLcohel fin' de inCrerTlertarladifusión 

intratumora1 ··(l<~riyarn~ 0Lflt'..2eüRY· :gtf~s;.~é~~ci§s 99r!i~ ·1~ k~rnfoi~.tra~~iórt dél factor 

de·· crecimiento cie1 eiidoteli¿va~d:i1a~····(rViorisky.et:af, 1999), susta~ci~s \/ásbactivas, 

citoquinas, radiación o calor también podrían ser empleadas con este fin (Alemany et 

al., 2000). 

8. Cómo incrementar la carga viral al tumor: relación con la respuesta inmune 

inespecífica 

Sin duda, la respuesta inmune del huésped es el mayor obstáculo a superar en 

la viroterapia del cáncer. Como ya se ha mencionado, más del 90% del adenovirus es 

capturado por el hígado en su primer paso cuando es administrado por vía sistémica y 

una vez dentro de este órgano, se dirige a diferentes células como las hepáticas, 

estelares, endoteliales y KC (Davern ;et élf~··Wg~)~.E,I poteingJalJag?cJticq de.10:s KC es 

muy alto y han sido responsabilizadas ~ei~'(á:;.~~gféÍda~i<)ri·.d~( QNt\;: vi.ral' qúe ocurre 
··-~ 

localmente en las primeras 24 hol'á,s i:l,espi.Jés d~ l~•inYedcióff·Sridá:véha (Steffan, 1997; 
~..., ,;¿_,., ,"=:_' ,~,.,;_ - . ¡_ 

Worgall et al., 1997). Además se ha vistÓqtJEiétVi~idedefa~ocitosis de carbón coloidal 

por este .tipo celular .• se• .. reduce .a1~.5Ó01:Be;pJés).de\d&fadrhinls.tFacioo intravenosa de 

virus (Gut J.P;tcjat?srfopu~·lic~cic>s;mEl~¿¡o~aJo e~Kirn,'et ai.,· i 982):. 

En este trabajo; adenovirús y partículas de látex se conjugaron con fluorocromos 

diferentes, s~ iA~~dt~~orí ~ór la vena dorsal de la cola y se demostró su co-localización 

en las KC dando una apariencia irregular dentro del hígado (Fig. 33). Aunque están 
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más concentradas en el _área periportal, estas células se distribuyen en todo el 

parénqüirriá y~laáimágeries obtenidas concuerdan con esta descripción· histológica· 

(Gumucio et a/., 1994). Por otro ládo, hay estudios que demuestran que la depleción de 

los macrófagos .· eri el t~jido blanco incrementa· la. transducción mediada por adenovirus 

(Wolff et~!., 1997). Algunas de_··1a5,sustancias• empleadas_para depletar macrófagos 

son eJciió~i~'o~-ci~:torl~f((3r~nnE3~r~~iai.~ 1.9so);_:e(sjl!C:To~(z1~in~n-íit~rfa?f},--e1•c1oruro·· 
de gadolinio (GdCb) (Li~ber et al., 1997) y los; lipos~méls 'qu~ c?nti~nen bifosfonato de 

diclorom.etilE311~- (~an R~oij~n et al., 1999;'.Vyolft et ~t .. 1·9~z),··f)r6p~rnidina, EDTA (Van 

Rooijeny E)an.ders, .1996) O. doxorrubicina (Tao ~t ~/'.~í ?90:J>. '.~n 'est~ pr()yecto se eligió -

el GdCl3pof sti esta_bilidad y porque es una sal.q~e ~·ó1Ó:requi13re•ae'disolÚción.para ser 
- •_ ' '• •' ' -, ,• •• •- • -· - ' "\ <• • • 4·~~;- • • •' ,' ':""'-, ' '•";--c7 ,.·-, <' .. "--• • • ', - • -' •! .' • -, ,,; i • ' -' 

usad() directamente. Al bloquear las KC, la loqc,tli~~~i.én'.d13l·aden'e>yirl!_s·tuE3 rri~sregular, 
mostrando un gradiente hacia las células q~e ~ocl~a·~ l¿v~~ace~frdlci1:füm1~·rfFig. S3D). 

,._ •.. 1' ..... ,. <" ''.-.,-... ;-,·.: .. \•:·:-.,:·,,_·., '• .·· ·.··· 

Se sabe que el lobulillo hepático se divide en z9na~:cc)n d_iferenq_ia~ e'ñ, 1~'co.i-n1?6sición 
celular, función y de expresión genética (GurrluÓie> et al., :1994)/)o gua! poc:lfía explicar 

este patrón si se asume que células con niveles más'. alto~ de CAR ~~-dist~ibuyerí en la 

misma zona, pero esto no ha sido estudiado. 

Una vez demostrado que son atrapados por las KC, la siguiente pregunta füe si 

el bloqueo de éstas tendría un efeCto en la permanencia del aderiovirus en la 

circulación. Para responderla, se inyectaron 1010 unidades de transducción de AdGFP 

en la vena cava inferior y se colectó sangre a partir de la cola a diferentes intervalos en 

el transcurso una hora. La depuráción del virus en el ratón normal es sumamente 

rápida y solamente el 10% de la dosis administrada está presente en. el primer rpihuto. 

El descenso sigue hasta que a los 30 minutos el virus desaparece por completo (Fig. 

34). El tratamiento con GdCb incrementó el tiempo de circulación y tomó 1 O rniriutos 

para que disminuyera a 10% y aún después de una hora fue posible detectar virus en el 

torrente sanguíneo. Dado. qüe el aderiovirus circula por más tiempo, el GdCl3 podría 

incrementar la Célrga:vÍr~l-qu~;llega el tumor. Se administraron los virus replÍcativosen 

el modelo de xenot~a~plahte subcutáneo en ratones con y sin bloqueo d~ IÉls' KC~ 
. ' ~ - . . - · ... •, . 

Desgraciadamente, se observó un crecimiento en todos los nódulos. El grupo tratado 
•, . . . 

con el Ad5-~24RGD fue el que mostró crecimiento más lento y la combináción con 

GdCb, a diferencia de lo esperado, actuó en contra del efecto oncolítico del virus 
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provocando un crecimiento similar al del grupo control. Una posible explicación es que 

el GdCb además de ser empleado como bloqueador de KC, se aplica para la disminuir 

el rechazo del tejido xenogénico y prolongar su permanencia en modelos murinos 

(Lazar et al., 1997). Pudiera ser que el efecto "protector" del GdCb en este experimento 

inclinase la balanza hacia el desarrollo del tumor y la dosis de adenovirus administrada 

no fu~ suficiente para contrarrestarlo (Flg. S6). Otra alternativa es 'que los macrÓfagos 

secreten sustancias inmunomoduladoras (supresivas en este caso, como 

prostaglandina o interferón) y ante la ausencia de éstas, la respuesta iQmune aumenta 

de modo que la cantidad de virus administrada puede ser anu"iada. Los modelos 

animales empleados hasta ahora utilizan roedores inmunodeficientes que tolerán tanto 

el Xenotrasplante de célu.las tumorales humanas como la presEmqia .cfl31 vir~s, lo que 
• • --· H ,•- ,- • • 

dificulta la evaluación de la interacción del sistema inmune, el turno( y el adenovirus 

replicativo. 

En resumen, se ha conseguido mejorar un adenovirus de replicacion sE!lectiva 

(Ad5-~24} aumentando su capacidad oncÓUtica y demostrando la funcionalidad:de sus 

componentes. A raíz de este trf}b~]o, §e han iniciado nuevos estudios d~ eficacia y 

combinaciones terapéuticas que_h~~ $ido fruto de diversas publicaciones y trabajos 

postdoctorales (Cripe et al., 20ÓJ; Báuerschmitz et al., 2002}. Es de- destacar qué el 
. : =· ": . - :· "; 

virus oncolítico aquí generado está en vías de aprobación por la Administración de 

Alimentos y Fármacos (Food and Drug Administration, FDA) de lo(Estados Unidos 

para su aplicación al tratamiento experimental de glioblastomas (Juan Fueyo, M.D. 

Anderson Canear Center; Jacques Grill, Universid_ad .Libre de Amsterdam) y 

carcinomas de ovario (David T. Curial, Universidad de Alabarriaen Birmingham). 
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1. El adenovirus con-·· capacidad .e de- replicación º· co.ndlcionada .. Ad5-~24~ muestra -

eficiencia antitumorai in vitro einvivij basaaa en el ciclO vital. lítico.~eLorga~ismo. 

2. La adición.1d13l tripéptido ·R<?D .e~ I~; fibra de •este·,;a8-en;C?Virus: incrementa la 

capa~idad de fllfé~ci'cs~ y e~ C()11s:cuen~I~. Ía p~té.nci~ C>riccSHt!da ';h ~ifro e in. vivo. 

3. La presencia/conservación del gen E3 proporciona mayor eficiencia a la oncolisis in 

vitro e in vivo. 

4. La vía de administración intratumoral muestra eficacia oncolítica, mas no la 

inyección sistémica. 

5. Es posible alterar la farmacocinética del adenovirus inyectado por vía sistémica a 

través de la manipulación de la respuesta inmune inespecífica inicial pero no 

incrementa la carga terapéutica al tumor. 
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