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2. RESUMEN

La terapia génica es la introduccién de material genético a las células para
generar un efecto terapéutico. El adenovirus en terapia génica de cancer tiene
amplia capacidad de transporte de genes y tipos celulares que infecta, aunque
hay reportes de inflamacién y toxicidad segun la dosis y la via empleada. El
linfosarcoma en perros es una neoplasia maligna y representa un modelo para
la evaluacién y aplicacion de terapia en animales y humanos. No se ha
empleado la via linfonodal para la administracién de vectores. Hay escasos
trabajos de terapia génica en individuos con neoplasias espontaneas. El
objetivo del trabajo fue determinar la seguridad y distribucion de un vector
adenoviral por administracion linfonodal en perros con linfosarcoma
espontaneo. Se emplearon 6 perros con diagnéstico clinico, radiolégico y
citolégico de linfosarcoma multicéntrico, 5 perros recibieron via linfonodal una
dosis de 1.35X10'°, 2.53X10'°, 6.10X10'°, 1.84X10"" 0 de 1.54X10'® PV/kg de
adenovirus no replicativo portador del gen reportero Lac Z que expresa [3-
galactosidasa. El perro control negativo recibié solo el vehiculo. Se efectud la
evaluacion clinica, hemograma, perfil bioquimico y uriandlisis antes de la
administracién del vector y a las 12, 24, 48 y 72 h post-inoculacion. Se
obtuvieron muestras de linfonodos, higado, rifiones, bazo, pulmones, corazén y
cerebro para determinar por medio del sustrato X-Gal la expresién de
galactosidasa. No se encontraron eventos adversos clinicos, hematologicos,
bioquimicos, urinarios en ninguna de las dosis empleadas asociadas al vector
ni a la expresion de galactosidasa. En todos los animales el tejido linfocitico
evaluado expres6 galactosidasa. Los adenovirus son vectores Utiles para el
tratamiento génico de linfosarcoma por su seguridad y por su distribucién al
administrarse via linfonodal. Estos datos crean las bases para considerar esta
via de administracion como un medio sin eventos adversos para la terapia en
perros con linfosarcoma y un modelo para el tratamiento de metastasis

linfonodales en animales y humanos.

Palabras clave: Terapia génica, eventos adversos, perro, linfosarcoma, via

linfonodal, adenovirus.



3. ABSTRACT

Gene therapy is the introduction of genetic material to cells in order to generate
a therapeutic effect. In cancer gene therapy, the adenovirus is a vector with
large capacity of transport of genes and cell types of infection. According to
dose and route of administration there are signs of inflammation and toxicity.
Canine lymphosarcoma is a malignant neoplasia and represents a model for
therapy evaluation and application in animals and human being. Lymph nodal
route (ILNR) for vectors administration has never been utilized in gene therapy.
There are few studies of gene therapy in patients with spontaneous neoplasia.
Adenoviruses are potential vectors for gene therapy of lymphosarcoma due to
safeness and distribution when they are administrated by lymph nodal route.
This study was conducted to asses the distribution and safeness associated
with a single intralymphonodal administration of adenovirus vector in dogs with
spontaneous multicentric lymphosarcoma. Six dogs with clinical, radiological
and cytological diagnosis of multicentric lymphosarcoma received by lymph
nodal route 1.35X10'°, 2.53X10'°, 6.10X10'°, 1.84X10"" or 1.54X10'"? pfu/kg of
non replicative adenovirus with Lac Z reporter gene which express
B— galactosidase. One dog was used as a negative control and received only
the vehicle. Clinical evaluation, hemogram, biochemical profile (22 analytes)
and urinalysis were determined before, 12, 24, 48 and 72 h post administration.
Lymph nodes, liver, kidneys, spleen, lungs, heart and cerebral samples were
exposed to X-gal substrate after necropsy for galactosidase determination. No
evidence of clinical, hematological biochemical nor in urinalysis adverse events
was found. All of lymph tissue evaluated expressed galactosidase activity.
These findings suggests that adenoviral gene therapy by ILNR is a route of safe
administration without adverse events for canine lymphosarcoma therapy and a

potential model for animal and human lymph node metastasis.

Key words: Gene therapy, adverse events, lymphosarcoma, lymph nodal
route, adenovirus, dog.



4. REVISION DE LA LITERATURA

4.1 TERAPIA GENICA

Antecedentes de la Terapia Génica

Las estrategias terapéuticas empleadas en cancer de animales y de la gente se
han concentrado en tres areas, la quimioterapia la radioterapia y la cirugia
oncolégica. En las neoplasias cuya reseccion quirdrgica no puede ser
completa, la quimioterapia y radioterapia se emplean para eliminar las células
neoplasicas proliferativas, desafortunadamente, ambas modalidades
terapéuticas no son especificas, por lo tanto, también afectan a las células
normales.

Varios intentos se llevaron a cabo para transferir material genético de un
organismo a otro hasta que se tuvo éxito a fines de los anos 70 con
transferencia de genes funcionales, en 1982 se concluye un andlisis ético de la
Terapia Génica (TG) y es a partir de 1983 bajo condiciones de bioética se
publican los primeros articulos'?y los primeros protocolos son aceptados para

llevar a cabo las primeras pruebas clinicas de la TG en 1990.3

La TG consiste en introducir de manera controlada en una célula blanco un gen
de interés terapéutico para corregir un defecto genético que origina una
patologia para tener un efecto curativo o preventivo y no solamente suprimir los
signos. Las enfermedades monogénicas hereditarias fueron el blanco para el
inicio de estudios por su gravedad y su condicién de incurable.* Las mas
importantes son la fibrosis quistica que es provocada por la ausencia o
mutacion de un solo gen, que se refleja por la ausencia de una proteina de
transporte membranaria ausente o defectuosa, esto resulta con la acumulacion
de secreciones; la hemofilia B (deficiencia del factor IX), enfermedad de
Gaucher (deficiencia de la enzima glucocerebosidasa que resulta en
almacenamiento lisosémico), inmunodeficiencia combinada severa (por
deficiencia de adenosina desaminasa en linfocitos T), hipercolesterolemia
familiar (deficiencia de receptores de lipoproteinas de baja densidad en

higado), distrofia de Duchenne (deficiencia de distrofina muscular) y la



enfermedad granulomatosa crénica (deficiencia del efecto bactericida de los

fagocitos) entre otras.>”’

Dependiendo del tipo de terapia que se requiera, las células que reciban el o
los genes terapéuticos produciran la proteina faltante o defectuosa, con el fin
de reemplazarla. En el caso de las células cancerosas, la proteina terapéutica
promovera el envio de una sefal para conducir hacia la muerte celular, otras
proteinas terapéuticas tendran en otros tipos celulares la funcién de evitar la
apoptosis, sensibilizar o hacer resistentes a las células blanco a ciertos agentes
terapéuticos.®
La TG puede llevarse a cabo en células somaticas o en células germinales
(esta ultima no aprobada hasta la fecha en la mayoria de paises incluyendo a
México). En el caso de efectuarse en las células somaticas su efecto es
generalmente transitorio en un tejido o varios, mientras que cuando la
transferencia es en las células germinales es heredable.’
Para llevar a cabo la TG se deben resolver varios obstaculos técnicos:
e Conocer el gen defectuoso, su secuencia y clonarlo
e Tener un vector apropiado para transporte del gen y su transferencia a
la célula blanco
e Determinar la via de administracion o tipo de transferencia
e Determinar la accesibilidad de la célula blanco para transferirle el gen
terapéutico
e Conocer la biodistribucién del vector
e Evitar la degradacion intra y extracelular
e Determinar la dosis en una sola administracion para evitar efectos
indeseables
e Favorecer la evasidn de la respuesta inmune y asi evitar que resulte en
un tratamiento ineficaz
e Regulacion en la expresion del gen terapéutico (estabilidad, intensidad
y duracién) en las células transgénicas
e Selectividad o especificidad celular

e Integracién o no al genoma celular



Transferencia de genes a las células blanco
La transferencia de genes se realiza por medio de vectores, éstos pueden ser

|8-16

de origen vira que transfieren por infeccién el gen terapéutico y los vectores

no virales que transfieren el gen terapéutico por transfeccion.'”?!

Los vectores virales son virus no patégenos modificados empleados son el
adenovirus (éste es el mas popular y con mayores ventajas), retrovirus,
herpesvirus, virus adeno-asociados, lentivirus (FIV), poxvirus, virus sintéticos y
quimeras de otros virus, ultimamente se emplean virus animales por ser mejor
tolerados en el humano, dentro de éstos se incluye el del Newcastle.?

Dentro de la terapéutica se requiere definir si se necesita como vector a un
virus replicativo o no replicativo, su seleccién también esta en relacion con su
capacidad de transporte y de infeccion a células en division (metafase), en
interfase o en ambas.? Los virus constituyen excelentes vectores, pues evitan
ser destruidos por el sistema inmunitario, se ocupan de insertar su material
genético con el gen terapéutico en las células blanco, las cuales las identifican
por sus receptores especificos. Una vez el gen terapéutico al interior de la
célula del paciente, toma el control de la maquinaria celular y logra que se
produzcan proteinas terapéuticas. Es la capa viral protectora la que permite la
introduccién del material genético.?>® Los adenovirus son los preferidos por su
elevada capacidad de transporte (37 kb),2° y porque pueden infectar células en
division y en interfase.'® Los retrovirus fueron los primeros empleados, pueden
tener una expresion a largo plazo. No son capaces de infectar a células en
interfase (p.e. neuronas, miocitos, células pulmonares o hepdticas), por lo
tanto, son ideales en neoplasias intracraneales, pues solamente afectan a las
células que se dividen activamente y no afectan a las neuronas.® Pero por su
integracion al genoma vy la posibilidad de producir cancer como sucedi6 con los
ninos burbuja (con inmunodeficiencia combinada severa), evolucionaron hacia
una leucemia en 3 de 10 nifios en un estudio en Francia,?” a partir de esto, se
frenaron los estudios de la TG o se han prohibido en algunos paises su empleo

cuando menos con retrovirus.



Los vectores no virales mas empleados son liposomas catiénicos, polimeros
catiénicos y métodos fisicos como la electroporacioén, la microinyeccion (ADN
desnudo, conjugados moleculares) y la biobalistica (por medio de una pistola
para disparar pequenas balas de oro o de plastico acoplados con los genes
hacia los tejidos de interés). Los liposomas son pequefias vesiculas de
moléculas lipidicas capaces de transportar ADN terapéutico dentro de ellas. La
utilizacién de vectores no virales aunque es de menor costo, puede requerir de
la inyeccion directa de ADN del plasmido (ADN circular) o una mezcla de éste
con compuestos que le permitan atravesar la membrana celular y de impedir
que el ADN se degrade.?®

La eficiencia de transferencia de estos métodos es muy pobre comparada con
los vectores virales, la duracion de la expresién es muy corta, sin embargo,
éstos no contienen genes virales, por lo tanto, no pueden provocar enfermedad
alguna.'®

Los tipos de administracién de la TG son 3:

TG ex vivo. Consiste en tomar del paciente células blanco para modificarlas
genéticamente por medio de un vector portador del gen terapéutico, después
de infectadas o transfectadas, se reintroducen en el paciente. Este método se
emplea particularmente en células sanguineas que son faciles de obtener y de
reintroducir.

TG in situ. El vector de transferencia se inyecta directamente al tejido blanco.
Un ejemplo clasico son las neoplasias, sobre todo las intracraneales.

TG in vivo. Consiste en inyectar o aplicar al vector con el gen terapéutico de
interés directamente a la circulacién sanguinea o en cualquier parte del cuerpo

y tener un efecto sistémico. %

Dentro de la terapia, es importante que las células infectadas o transfectadas
utilicen su maquinaria para producir las proteinas terapéuticas y segun
convenga el sistema empleado, también que produzcan nuevas particulas

virales o no.



Indicaciones de la terapia génica
En enfermedades hereditarias monogénicas
En cancer

En enfermedades infecciosas™®

La TG en cancer se ha desarrollado mucho en los ultimos afnos. Tomando en
consideracion que el cancer es un problema de indole genético de células
somaticas que se caracteriza por proliferacién ilimitada. Los genes
protagonistas de la carcinogénesis, pueden pertenecer a uno de dos grupos
antagénicos:

e |os pro-carcinogénicos denominados oncogenes y

e los que suprimen la formacion de tumores llamados genes supresores de

tumor.

Se calcula que hay cien oncogenes y cien genes supresores aproximadamente
en el genoma humano. Los primeros pueden producir cancer cuando su
estructura se altera por mutaciones, translocaciones o por pérdidas parciales o
totales de su secuencia. Pero ademas de los cambios en los oncogenes, la
carcinogénesis implica también la pérdida de la funcion de uno o mudltiples
genes supresores en practicamente todos los canceres humanos. Los genes
supresores, al sufrir mutaciones o pérdidas parciales o totales de su secuencia,
dejaran de suprimir algunos pasos que evitan la carcinogénesis en las células.
De esta forma, la carcinogénesis se concibe actualmente como la suma de la
activacion de oncogenes asociada a la inactivacion de genes supresores (en

niimero y secuencia) variables en cada cancer y para cada paciente.'®

La gran mayoria de agentes o medios terapéuticos anticancerosos actuales
son tratamientos paliativos o simplemente administrados para mejorar la
calidad de vida.

Numerosos tipos de terapia anticancerosa se han empleado, los mas populares
son los siguientes:

e Quimioterapia

¢ Radioterapia



e Hipertermia

e Crioterapia

¢ Mixtos

e Inmunoterapia (Modificadores de la respuesta bioldgica) como el BCG,

levamisol, anticuerpos monoclonales, citocinas, factores de crecimiento y

vacunas.

e Cirugia

e Terapia Génica

Ademas de otros que en humanos pueden dar bienestar al paciente como la

psicoterapia, herbolaria, homeopatia, etc.

Estrategias de la TG de cancer para tratar de destruir las células

cancerosas:

1.

Reemplazo de genes defectuosos o incremento de oncosupresores. El
caso clasico es empleando la proteina 53 (p53) que favorece la apoptosis.

TG suicida. En esta modalidad se transfiere a las células cancerosas un
gen capaz de codificar una proteina con funcién enzimatica. El objetivo de
producir esa enzima, es que sea capaz de convertir selectivamente dentro
de las células neoplasicas, un pro-farmaco no téxico en un farmaco
altamente letal para las células que produzcan esa enzima. De tal suerte
que al inyectar el pro-farmaco en el paciente, se lograria la induccion de la
muerte de las células neoplasicas modificadas genéticamente sin producir
la toxicidad sistémica de la quimioterapia convencional. Ademas, las células
circundantes pueden morir al entrar en contacto con el producto toxico una
vez que difunda al exterior de la célula dafada. A este fendbmeno se le ha
denominado el efecto “de espectador”. Hay varios sistemas para llevarlo a
cabo, los mas comunes son el gen de la desaminasa de adenosina’
(convierte 5 fluorocitosina en 5 fluorouracilo altamente toxico) y el gen de la
timidina cinasa que transforma el ganciclovir (forma inactiva) en ganciclovir

fosforilado altamente letal para las células.”'®



TG proapoptodsica. Se efectia incrementando proteinas que favorecen la
apoptosis como Bax, TNF, etc, rompiendo el equilibrio de proteinas
antiapoptosicas y proapoptoésicas.

TG de células cancerosas autdlogas como vectores de virus
oncoliticos. Empleado como terapia anticancerosa de neoplasias
metastasicas®’ o inhibicién del poder de metéstasis como se realiza con
nm23.'8

Oligonucledtidos antisentido. EI ARN mensajero es leido por los
ribosomas para llevar a cabo la sintesis de una proteina. Un farmaco
antisentido es un oligonucleétido complementario a la cadena simple de
ARN, lo que al ligarse al ARN mensajero, hace que sea ilegible para el
ribosoma, por lo tanto, no se produce la proteina especifica. De esta
manera se pueden bloquear los oncogenes.

Inmunomodulacién. Las células cancerosas escapan a la respuesta
inmunoldgica que frecuentemente es de intensidad limitada y poca
duracion. Esta estrategia es la que ha imperado en los ultimos afnos. El
objetivo es potenciar la respuesta inmunolédgica antineoplasica (mediante la
modificacion de linfocitos T ex vivo, generacion de inflamacién local,
vacunas con ADN, inmunoterapia basada en anticuerpos monoclonales
contra antigenos solubles de células cancerosas o antigenos de superficie
de estas células).’

Proteccion de células hemopoyéticas troncales. Para evitar la
destruccion de células de la médula 6sea cuando se lleva a cabo
quimioterapia. Se introduce el gen de Resistencia a Multiples Farmacos”
(MDR por sus siglas en inglés: Multi Drug Resistence) que produce la
glucoproteina P que funciona como una bomba transmembranaria que
bombea los farmacos al exterior de las células impidiendo su efecto téxico.*
Radiosensibilizacion o quimiosensibilizacion como con p53."®

TG antiangiogénica. El objetivo es las células endoteliales de los vasos
sanguineos. Esta modalidad tiene la finalidad de evitar metastasis distantes
y puede emplearse después de la radioterapia o de la cirugia de la



neoplasia primaria, o0 en combinacién con la quimioterapia o inmunoterapia

y de otros tipos de TG.”

Evolucion de la investigacion de la TG desde su inicio

Tomando en consideracidon a partir de las primeras pruebas clinicas, se
presenta una evolucién de los ultimos 15 afios en cuanto a su productividad,
subvenciones en términos generales y en perros y gatos especificamente.

(cuadro 1).

Distribucion de estudios por tema de ensayo clinico en humanos, perros
y gatos desde 1990 hasta 2004

Los estudios clinicos empleando terapia génica se han concentrado en su
mayoria con una aplicacién en oncologia en humanos, mientras que en perros

y gatos tiene una distribucién mas equilibrada. (Cuadro 2)

Hasta donde se tiene conocimiento, en México solamente hay un estudio en
fase clinica | en oncologia veterinaria y que es motivo de esta tesis bajo el titulo
de “Determinacion de la Seguridad y Distribucién de un Vector Adenoviral para
la Terapia Génica en Perros con Linfosarcoma Espontaneo”, en la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM, Instituto Nacional de
Rehabilitacién de la SSA y en el Instituto Nacional de Salud Publica en
Cuernavaca, Morelos.

La proporcion de estudios efectuados en perros en cuanto a la estrategia de
introduccién de genes terapéuticos o marcadores ha sido variada: de 84
trabajos presentados, el 40.48 % fueron con infeccién o transfeccion ex vivo
(cuadro 3), el 36.9 % fueron in vivo (cuadro 4) y con 22.62 % de las
publicaciones con la estrategia in situ (cuadro 5). Mientras que en gatos, de 15
trabajos, las proporciones fueron de 33.33 %, 26.67 % y 400 %
respectivamente (cuadro 6).



Los vectores mas empleados son el adenovirus con 32.5 %, retrovirus 30.1 %,

virus adenoasociados 16.9 % y otros virus y vectores no virales 20.5 %.

Las investigaciones clinicas en casos de cancer en perros, se ha hecho en
neoplasias espontaneas en el 42.86 % de todos los trabajos mientras que en
gatos es en el 100 %.

El concepto de la terapia génica resulta una estrategia muy interesante para la
solucion de patologias de origen genético, infeccioso, neoplasico e
inmunomediado y puede servir para reemplazar proteinas, hormonas o
enzimas faltantes después de un evento patolégico. Se tiene la impresién que
dentro de unos afnos, la terapia que conocemos ahora va a ser muy distinta
desde el punto de vista preventivo y curativo. Actualmente también es
inobjetable que aun se tienen muchos problemas en la especificidad de las
células blanco, en la presencia de eventos adversos y en la insuficiente
duracion de los efectos de los genes terapéuticos en varias enfermedades.
Estos se deberan resolver paulatinamente en los préximos afos mediante

trabajos de investigacién multidisciplinarios y de desarrollo.



Cuadro 1. Articulos y subvenciones para terapia génica en general,
exclusivamente en humanos en inglés, exclusivamente en animales, en perros
y en gatos en todas los idiomas

Estadistica 1990 1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004

N° Articulos 175 163 248 381 563 714 823 891 995 1224 1550 1509 1570 1580 1112

Humanos

0 . b

geszfavlenc“’“es 561 610 698 801 960 993 309 1569 1810 2180 2368 2549 2741 2853 2738
N®subvenciones | 40 450 504 582 689 691 164 11290 1280 1530 1638 1689 1810 1855 1743
Humanos

N’subvenciones | ) 11a 157 1g6 234 230 29 412 499 615 686 837 919 1012 1005
Animales

N° subvenciones

Caninos® 6 7 10 11 15 18 2 16 25 23 22 22 25 33 26
Felinos' 3 2 3 3 4 5 0 4 6 7 7 16 2 18 13

N° de articulos®

. 267 359 486 735 1026 1435 1624 1810 2089 2460 3062 3044 3239 3462 3674
Todas especies

N° de articulos

Caninos" 2 2 4 8 5 4 9 9 11 16 14 11 16 17 15
Felinos' 1 1 1 0 0 0 1 1 0 4 3 2 2 0 4
Ensayos clinicos

Caninos’ 1 1 1 2 4 3 5 6 7 10 9 5 15 15 8
Felinos* 1 1 0 0 0 0 1 0 0 3 1 1 1 0 1

2 Publicaciones sobre Terapia Génica en humanos en revistas en inglés *°

Subvenciones para Terapia Génica de cualquier tipo y especie, sélo en humanos®, en animales?, perros®
y gatosf. Seleccionados si terapia génica aparece en su titulo o resumen. Limitado a EUA. Institutos y
Centros de Investigacion. Computer Retrieval of Information on Scientific Projects (CRISP) database
(http://crisp.cit.nih.gov) 1990-2004. 22/03/05 _
9 Todos los articulos publicados de Terapia Génica en todas las especies y lenguas; en perrosh y gatos'.
National Center for Biotechnology Information. National Library of Medicine. National Institutes of Health.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ . .
! Publicacién de ensayos clinicos en perros’ y gatosk. National Center for Biotechnology Information.
National Library of Medicine. National Institutes of Health. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ .




Cuadro 2. Distribucion de estudios de terapia génica por tema de ensayo
clinico en humanos, perros y gatos 1989-enero 2005

Humanos® | Perros® | Gatos®

() (n) ()

Céncer 66.2% | 84 % |13.3 %
(675) @) (@)
Enfermedades monogénicas 91% |44.6%| 40 %

(93) (37 (6)
Enfermedades cardiovasculares| 8.3 % 0.0% | 0.0 %
(85) 0) 0)

Enfermedades infecciosas 6.7 % 0.0% | 0.0 %
(68) ©0) (V)
Otras enfermedades 3.0% 24 % | 0.0 %
(3D (2) (V)
Marcado genético 5.1 % 0.0% | 0.0 %
(52) ©) (V)
Individuos sanos 1.6% |44.6 % |46.7 %

(16) CHNN)

2 Segln los datos obtenidos del Gene Therapy Clinical Trials Worldwide en el Journal of Gene Medicine
www.wiley.co.uk/genmed/clinical 22/03/05.

b Seleccionados si terapia génica aparece en su titulo o resumen en perros y gatos 25/06/05. National
Center for Biotechnology Information. National Library of Medicine. National Institutes of Health.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/.




Cuadro 3. Estudios clinicos efectuados en perros en cuanto a la estrategia ex
vivo para la introduccion de genes terapéuticos o marcadores efectuada, tipo
de vector y enfermedad objetivo®

Tipo de Via de introduccién Nombre del Gen Tipo de Enfermedad objetivo
vector gen
Retrovirus CD34+ Intramedular Metilguanina metiltransfera Protector Proteccién de médula 6sea™
Lentivirus CD34+ Intravenosa Proteina verde fluorescente Reportero Reemplazo en médula 6sea®
Adenovirus Injerto de vena safena LacZ Reportero Enfermedad coronaria®®
? Implante intraventricular de  Alfa-iduronidasa canino Terapéutico ~ Mucopolisacaridosis VII*’
células renales caninas
Retrovirus CD34+ Intramedular Metilguanina metiltransferasa Terapéutico ~ Proteccién de médula 6sea™
Adenovirus Injerto vena femoral rTGFbeta Terapéutico  Aneurisma®
Adenovirus Injerto de vena safena LacZ Reportero Arterioesclerosis de injerto*
Retrovirus Injerto células troncales Resistencia a varios farmacos Protector Proteccién de médula ésea®!
Retrovirus Linfocitos autégenos Timidina cinasa Terapéutico  Rechazo de injertos*
Retrovirus CD34+ Intramedular Fibronectina Terapéutico  Repoblacién médula 6sea **
Retrovirus Intrauterina con Células Iduronidasa Terapéutico  Mucopolisacaridosis I**
troncales
Retrovirus Intrauterina con Células Alfa-L-Iduronidasa Terapéutico ~ Mucopolisacaridosis I+
troncales
Retrovirus Intravenosa con células de Cadenas gamma humanas Terapéutico  Inmunodeficiencia combinada severa
médula 6sea alégenas hereditaria*
Pldsmido Intradérmica de células hGM-CSF Terapéutico ~ Céncer"’
neopldsicas
Retrovirus Intramedular de Células Alfa-L-Fucosidasa Terapéutico  Fucosidosis*
troncales autélogas
Plasmido Intramedular de Células Factor IX y Factor de Terapéutico ~ Hemofilia B¥
troncales autdlogas crecimiento humanos
Retrovirus Trasplante de células de LacZ Reportero Tiroides™
tiroides aut6logas
Retrovirus Trasplante de hepatocitos Alfa 1- antitrpsina humana Terapéutico  Deficiencias hepaticas’'
via portal
Retrovirus Trasplante células troncales  Dihidrofolato reductasa o Terapéutico  Proteccién de médula 6sea™

aut6logas

neomicina fosfotransferasa

@ Seleccionados si el nombre de terapia génica en perros aparece en su titulo o
resumen (25/06/05). National Center for Biotechnology Information. National
Library of Medicine. National Institutes of Health. http://www.ncbi.nim.nih.gov/.




Cuadro 4. Estudios clinicos efectuados en perros en cuanto a la estrategia in
vivo para la introduccion de genes terapéuticos o marcadores efectuada, tipo

de vector y enfermedad objetivo

Tipo de vector Via de introducciéon Nombre del Gen Tipo de Enfermedad objetivo
gen
Retrovirus Intravenosa Factor VIII canino Terapéutico Hemofilia A>
Adenoasociado 2/8 Intraportal Factor IX canino Terapéutico Hemofilia B>
Péptido sintético Intravenosa CTLA-4 y CH2-CH3 Terapéutico Lupus Eritematoso Sistémico™
Adenovirus Cisterna magna Superéxido dismutasa Terapéutico Vasoespasmo cerebral®®
Retrovirus Intravenosa beta-glucuronidasa canina Terapéutico Cardiopatia en MPS VII’?
Musculo liso vascular  Intracoronaria Factor de crecimiento Terapéutico Oclusién coronaria™
endotelial vascular
Retrovirus Intravenosa neonatal beta-glucuronidasa canina Terapéutico ~ Artropatia en MPS VII*’
Adenovirus Atrioventricular izq. HCN2 Terapéutico Marcapasos cardiaco®
Adenovirus Intravenosa Factor VIII canino Terapéutico Hemofilia A®'
Virus Adenoasociado 2 Intraportal Factor IX canino Terapéutico Hemofilia B
Virus Adenoasociado 2 (?) Gen correctivo (?) Terapéutico Amaurosis Congénita“
Adenovirus Intravenosa Factor IX canino Terapéutico Hemofilia B*
Lentivirus Intramuscular Factor estimulante de Terapéutico Neutropenia ciclica®
colonias de granulocitos
Virus Adenoasociado 2 Intraportal Factor VIII canino Terapéutico Hemofilia A%
Retrovirus Intravenoso Factor IX canino Terapéutico Hemofilia B®’
Adenovirus Intra muscular en vejiga Coldgeno alfa 5 (IV) Terapéutico Sindrome de Alport®®
Adenovirus Intravenoso Factor VIII canino Terapéutico Hemofilia A%®
Retrovirus Intrauterino alpha-L-iduronidase canino ~ Terapéutico Mucopolisacaridosis I’
Retrovirus Intravenosa beta-glucuronidasa canina Terapéutico Mucopolisacaridosis VII"'
Virus Adenoasociado Intravenosa glucosa-6-fosfatasa canina Terapéutico Acumulacién de glucégeno I
Virus Adenoasociado Intramuscular Factor IX canino Terapéutico Hemofilia B
Retrovirus Intravenosa beta-glucuronidasa canina Terapéutico Mucopolisacaridosis VII"*
Virus Adenoasociado Intramuscular Factor IX canino Terapéutico Hemofilia B
Adenovirus Intravenoso Factor VIII canino Terapéutico Hemofilia A7
Virus adenoasociado 2 Intramuscular Factor IX canino Terapéutico Hemofilia B”
Virus adenoasociado 2 Intramuscular Factor IX canino Terapéutico Hemofilia B’
Virus adenoasociado 2 intramuscular Factor IX canino Terapéutico Hemofilia B”
Adenovirus Intravenosa Factor VIII humano Terapéutico Hemofilia A*
Plasmido Intramuscular alpha-L-iduronidase canino ~ Terapéutico Mucopolisacaridosis I*'
Particula-mediada Intravenosa Varias citocinas Terapéutico Céncer™
Adenovirus Intravenosa Factor IX canino Terapéutico Hemofilia B*

@ Seleccionados si el nombre de terapia génica en perros aparece en su titulo o
resumen (25/06/05). National Center for Biotechnology Information. National
Library of Medicine. National Institutes of Health. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/.




Cuadro 5. Estudios clinicos efectuados en perros en cuanto a la estrategia in
situ para la introduccion de genes terapéuticos o marcadores efectuada, tipo
de vector y enfermedad objetivo

Tipo de vector Via de introducciéon Nombre del Gen | Tipo de gen | Enfermedad objetivo
Retrovirus Intravesical LacZyNeoR Reportero Neoplasia de vejiga®*
ADN desnudo Intratumoral Fas ligand Terapéutico ~ Melanoma®
Liposoma Intratumoral Enterotoxina de S. aureus Terapéutico Varias neoplasias*®
Virus Adenoasociado 2 Subrretinal Proteina Verde Fluorescente Reportero Retinopatia adquirida o

hereditaria®’
Adenovirus Intraprostatico Timidina cinasa Terapéutico Hiperplasia prostatica®®
Adenovirus Intramuscular Utrofina Terapéutico Distrofia muscular®
Adenovirus Intra atrio izquierdo HCN2 Terapéutico Marcapasos cardiaco®
Adenovirus Intratumoral Linamarasa Terapéutico Glioblastoma”'
Virus hemaglutinante de  Intramiocardio ventricular Factor de crecimiento de Terapéutico Insuficiencia cardiaca®
Jap6n izquierdo hepatocitos
Plasmido desnudo Intramiocardio ventricular Proteina Verde Fluorescente Reportero Cardiopatia isquémica®
izquierdo
Pldsmido desnudo Arteria Coronaria izq. Factor natriurético atrial Terapéutico Cardiopatia isquémica®
Virus Adenoasociado Vena mesentérica Factor IX canino Terapéutico Hemofilia B*
Adenovirus Liquido cerebroespinal Oxido nitrico sintetasa Terapéutico Vasoespasmo cerebral®®
Adenovirus Intraprostatico LacZ Reportero Céncer prostético’’
Adenovirus Céamara anterior e iris LacZ Reportero Melanoma de uvea®™
Virus canarypox Intraprostatico LacZ Reportero Neoplasia prostatica”
Plasmido desnudo Intrasinovial LacZ Reportero Lesiones tendinosas'®
Retrovirus Intrahepético (células Timidina cinasa Terapéutico ~ Neoplasias hepaticas''
empaquetadoras)
Retrovirus Intraperitoneal (células Timidina cinasa Terapéutico Neoplasias peritoneales'*
empaquetadoras)
Virus Adenoasociado Intraportal Factor IX canino Terapéutico ~ Hemofilia B'®
Adenovirus Intrapericardica Factor de crecimiento endotelial Terapéutico Oclusién coronaria'®
vascular y LacZ Reportero
Adenovirus Intraprostitico LacZ Reportero Neoplasias prostiticas'®
adenovirus y retrovirus Lesién (codgulo con virus)  LacZ Reportero Dafio de meniscos '*
Adenovirus Intraprostitica LacZ Reportero Neoplasias prostaticas'”’
Virus Adenoasociado Intrahepético Factor IX canino Terapéutico ~ Hemofilia B'®
Adenovirus Intraprostitica LacZ Reportero Neoplasias prostaticas'®”
ADN en polimero Intramiocardica de atrio Fosfatasa alcalina estable Reportero Cardiopatias''°
Liposomas Intraneopldsico Enterotoxina B/estafilococo Terapéutico Melanomas'"!
Adenovirus Intraarterial de la regién LacZ Reportero Meningioma'"?
Retrovirus Intramuscular e Distrofina canino Terapéutico  Distrofia muscular'"
intraperitoneal
Adenovirus Intramedular GM-CSF canino Terapéutico ~ Hematopoyesis''*
Adenovirus Intraportal Factor IX canino Terapéutico ~ Hemofilia B'"
Retrovirus Intraportal Factor IX canino Terapéutico Hemofilia B'"®
Liposomas Intracoronaria LacZ y Luciferasa Reportero Enfermedad

Cardiovascular'"”

& Seleccionados si el nombre de terapia génica en perros aparece en su titulo o
resumen (25/06/05). National Center for Biotechnology Information. National
Library of Medicine. National Institutes of Health. http://www.ncbi.nim.nih.gov/.




Cuadro 6. Estudios clinicos efectuados en gatos en cuanto a las estrategias
para la introduccion de genes terapéuticos o marcadores efectuada, tipo de
vector y enfermedad objetivo

Estrategia | Tipo de vector Via de Nombre del Gen Tipo de Enfermedad objetivo
introduccion gen
Ex vivo
Retrovirus Fibroblastos autélogos N-acetilgalactosamina 4 Terapéutico Mucopolisacaridosis VI''®
en capsula renal sufatasa
Retrovirus Células troncales Terapéutico Mucopolisacaridosis VI'"”
aut6logas via Arilsulfatasa b humana
Retrovirus intravenosa Terapéutico Alfa-manosidosis '*
Trasplante de médula  Alfa-manosidasa
Retrovirus 6sea autégena Terapéutico Proteccién de médula 6sea'!
Trasplante de médula  Resistencia a la neomicina
Retrovirus 6sea autégena Terapéutico Proteccién de médula 6sea'*
Trasplante de médula  Resistencia a la neomicina
dsea autdgena
In vivo
Virus Intramuscular Eritropoyetina felina Terapéutico Anemias no regenerativas'>
Adenoasociado Intramuscular Eritropoyetina felina Terapéutico Anemias no regenerativas'**
Virus Intravenosa Lipoproteina lipasa Terapéutico Hiperlipoproteinemia'®
Adenoasociado Intramuscular N-acetilgalactosamina 4 Terapéutico Mucopolisacaridosis VI'*®
Adenovirus sufatasa
Retrovirus
In situ
Virus Cerebro Alfa-manosidasa Terapéutico  Alfa-manosidosis'?’
Adenoasociado Cémara anterior del LacZ y Verde Fluorescente ~ Reportero  Glaucoma '
Lentivirus 0jo N-acetilgalactosamina 4- Terapéutico Mucopolisacaridosis IV'?
Virus Subrretinal o sulfatasa Terapéutico Metdstasis de cancer'
Adenoasociado intravitreo Interleucina-2 humana Terapéutico Fibrosarcoma'?'
Células Vero Intratumoral Interleucina-2 humana Terapéutico Hepatopatia'*?
Células Vero Intratumoral Alfa I antitripsina
ADN desnudo Intrahepdtica

& Seleccionados si el nombre de terapia génica en gatos aparece en su titulo o
resumen (25/06/05). National Center for Biotechnology Information. National
Library of Medicine. National Institutes of Health. http://www.ncbi.nim.nih.gov/.




REFERENCIAS

1. Joyner A, Keller G, Phillips R, Bernstein A. Retrovirus transfer of a bacterial

gene into mouse haematopoietic progenitor cells. Nature 1983;305:556-558.

2. Miller AD, Jolly DJ, Friedman T, Verma IM. A transmissible retrovirus
expressing human hypoxanthine phosphoribosyltransferase (HPRT): gene
transfer into cells obtained from humans deficient in HPRT. Proc Natl Acad
Sci U S A 1983;80:4709-4713.

3. American Society of Gene Therapy. Brief History of Gene Therapy. 2005.

4. Vassaux G. Gene therapy for monogenic diseases. In: Lemoine NR, ed.
Understanding Gene Therapy. NY, USA: BIOS Scientific Publishers Limited,
1999:71-82.

5. Cox.TM, Sinclair,J. Terapia Génica. In: Cox T, Sinclair J, eds. Biologia
Molecular en Medicina. Espana: Editorial Médica Panamericana, 1998:304-
319.

6. Lemoine NR. Understanding Gene Therapy. London, UK: Bios Scientific
Pub. Springer, 1999.

7. Brand K, Wolff,G, Strauss,M. Gene Therapy for Cancer. In: Nancy Smith
Templeton, Danilo D.Lasic, eds. Gene Therapy. Therapeutic Mechanisms and
Strategies. New York: Marcel Dekker, Inc, 2000:439-472.

8. Burton EA, Huang,S, Goins,W, Glorioso,J. Viral Vectors for Gene Therapy.
Methods and Protocols. New Jersey, USA: Humana Press, 2003.

9. Allen C, McDonald C, Giannini C, Peng KW, Rosales G, Russell SJ,
Galanis E. Adenoviral vectors expressing fusogenic membrane glycoproteins
activated via matrix metalloproteinase cleavable linkers have significant
antitumor potential in the gene therapy of gliomas. J Gene Med 2004;6:1216-
1227.



10. Anson DS. The use of retroviral vectors for gene therapy-what are the
risks? A review of retroviral pathogenesis and its relevance to retroviral vector-

mediated gene delivery. Genet Vaccines Ther 2004;2:9.

11. Blechacz B, Russell SJ. Parvovirus vectors: use and optimisation in

cancer gene therapy. Expert Rev Mol Med 2004;6:1-24.

12. Buning H, Braun-Falco M, Hallek M. Progress in the use of adeno-
associated viral vectors for gene therapy. Cells Tissues Organs
2004;177:139-150.

13. Duan YY, Wu J, Zhu JL, Liu SL, Ozaki I, Strayer DS, Zern MA. Gene
therapy for human alphai-antitrypsin deficiency in an animal model using
SV40-derived vectors. Gastroenterology 2004;127:1222-1232.

14. Jia W, Zhou Q. Viral vectors for cancer gene therapy: viral dissemination
and tumor targeting. Curr Gene Ther 2005;5:133-142.

15. Klink D, Schindelhauer D, Laner A, Tucker T, Bebok Z, Schwiebert EM,
Boyd AC, Scholte BJ. Gene delivery systems--gene therapy vectors for cystic
fibrosis. J Cyst Fibros 2004;3 Suppl 2:203-212.

16. Lundstrom K. Gene therapy applications of viral vectors. Technol Cancer
Res Treat 2004;3:467-477.

17. Kamps J, Scherphof,GL. Liposomes in biological systems. In: Torchilin V,
Weissig V, eds. Liposomes. A Practical Approach. Boston, USA: Oxford
University Press, 2003:267-288.

18. Gutiérrez AA, Gonzélez,D, Luz,A, Landa,C. Produccién de agentes
biolégicos para la terapia celular y génica en humanos. In: Mas O.J., ed.

Diagnéstico Molecular en Medicina. México: Manual Moderno, 2004:265-291.

19. Montier T, Delepine P, Pichon C, Ferec C, Porteous DJ, Midoux P. Non-
viral vectors in cystic fibrosis gene therapy: progress and challenges. Trends
Biotechnol 2004;22:586-592.



20. Agarwal A, Unfer R, Mallapragada SK. Novel cationic pentablock
copolymers as non-viral vectors for gene therapy. J Control Release
2005;103:245-258.

21. Reszka RC, Jacobs A, Voges J. Liposome-mediated suicide gene therapy
in humans. Methods Enzymol 2005;391:200-208.

22. Bian H., Fournier P, Moormann R, Peeters B, Schirrmacher V. Selective
gene transfer in vitro to tumor cells via recombinant Newcastle disease virus.
Cancer Gene Ther 2005;12:295-3083.

23. Strayer DS. Viral vectors for gene therapy: Past, present and future. Drug
News Perspect 1998;11:277-286.

24. Lundstrom K. Gene therapy applications of viral vectors. Technol Cancer
Res Treat 2004;3:467-477.

25. Jia W, Zhou Q. Viral vectors for cancer gene therapy: viral dissemination
and tumor targeting. Curr Gene Ther 2005;5:133-142.

26. Hackett N, Cristal,RG. Adenovirus vectors for Gene Therapy. In:
Templeton N, Lasic DD, eds. Gene Therapy. Therapeutic Mechanisms and
Strategies. New York, USA: Mercel Dekker, 2000:17-40.

27. Check E. Gene therapy put on hold as third child develops cancer. Nature
2005;433:561.

28. Miller AD. Nonviral delivery systems for gene therapy. In: Lemoine NR, ed.
Understanding Gene Therapy. NY, USA: BIOS Scientific Publishers Limited,
1999:43-69.

29. Drew, Martin,LA. What is gene therapy? In: Lemoine NR, ed.
Undestanding Gene Therapy. NY, USA: BIOS Scientific Publishers, Lte,
1999:1-10.



30. Martin LA, Drew,J. Why gene therapy? In: Lemoine NR, ed. Undestanding
Gene Therapy. New York, USA: BIOS Scientific Publishers Limited, 1999:11-
19.

31. Garcia-Castro J, Martinez-Palacio J, Lillo R, Garcia-Sanchez F, Alemany
R, Madero L., Bueren JA, Ramirez M. Tumor cells as cellular vehicles to
deliver gene therapies to metastatic tumors. Cancer Gene Therapy
2005;12:341-349.

32. Jin Sun Z-GHGCS-JWX-HHM-JZ. Multidrug resistance P-glycoprotein:
crucial significance in drug disposition and interaction. Med Sci Monit
2004;10:RA5-RA14.

33. Crofts C., Krimsky S. Review Emergence of a Scientific and Commercial
Research and Development Infrastructure for Human Gene Therapy. Hum
Gene Ther 2005;16:169-177.

34. Neff T, Beard BC, Peterson LJ, Anandakumar P, Thompson J, Kiem HP.
Polyclonal chemoprotection against temozolomide in a large-animal model of
drug resistance gene therapy. Blood 2005;105:997-1002.

35. Horn PA, Keyser KA, Peterson LJ, Neff T, Thomasson BM, Thompson J,
Kiem HP. Efficient lentiviral gene transfer to canine repopulating cells using an
overnight transduction protocol. Blood 2004;103:3710-3716.

36. Petrofski JA, Hata JA, Gehrig TR, Hanish SlI, Williams ML, Thompson RB,
Parsa CJ, Koch WJ, Milano CA. Gene delivery to aortocoronary saphenous
vein grafts in a large animal model of intimal hyperplasia. J Thorac Cardiovasc
Surg 2004;127:27-33.

37. Barsoum SC, Milgram W, Mackay W, Coblentz C, Delaney KH, Kwiecien
JM, Kruth SA, Chang PL. Delivery of recombinant gene product to canine
brain with the use of microencapsulation. J Lab Clin Med 2003;142:399-413.

38. Neff T, Horn PA, Peterson LJ, Thomasson BM, Thompson J, Williams DA,
Schmidt M, Georges GE, von Kalle C, Kiem HP. Methylguanine



methyltransferase-mediated in vivo selection and chemoprotection of
allogeneic stem cells in a large-animal model. J Clin Invest 2003;112:1581-
1588.

39. Ribourtout E, Desfaits AC, Salazkin I, Raymond J. Ex vivo gene therapy
with adenovirus-mediated transforming growth factor betal expression for
endovascular treatment of aneurysm: results in a canine bilateral aneurysm
model. J Vasc Surg 2003;38:576-583.

40. Chiu-Pinheiro CK, O'Brien T, Katusic ZS, Bonilla LF, Hamner CE, Schaff
HV. Gene transfer to coronary artery bypass conduits. Ann Thorac Surg
2002;74:1161-1166.

41. Licht T, Haskins M, Henthorn P, Kleiman SE, Bodine DM, Whitwam T,
Puck JM, Gottesman MM, Melniczek JR. Drug selection with paclitaxel
restores expression of linked IL-2 receptor gamma -chain and multidrug
resistance (MDR1) transgenes in canine bone marrow. Proc Natl Acad Sci U
S A 2002;99:3123-3128.

42. Weissinger EM, Franz M, Voss C, Bonini C, Kremmer E, Kolb HJ.
Expression of HSV-TK suicide gene in primary T lymphocytes: the dog as a
preclinical model. Cytokines Cell Mol Ther 2000;6:25-33.

43. Goerner M, Bruno B, McSweeney PA, Buron G, Storb R, Kiem HP. The
use of granulocyte colony-stimulating factor during retroviral transduction on
fibronectin fragment CH-296 enhances gene transfer into hematopoietic
repopulating cells in dogs. Blood 1999;94:2287-2292.

44. Lutzko C, Omori F, Abrams-Ogg AC, Shull R, Li L, Lau K, Ruedy C, Naniji
S, Gartley C, Dobson H, Foster R, Kruth S, Dube ID. Gene therapy for canine
alpha-L-iduronidase deficiency: in utero adoptive transfer of genetically
corrected hematopoietic progenitors results in engraftment but not
amelioration of disease. Hum Gene Ther 1999;10:1521-1532.



45. Lutzko C, Kruth S, Abrams-Ogg AC, Lau K, Li L, Clark BR, Ruedy C, Nanji
S, Foster R, Kohn D, Shull R, Dube ID. Genetically corrected autologous stem
cells engraft, but host immune responses limit their utility in canine alpha-L-
iduronidase deficiency. Blood 1999;93:1895-1905.

46. Whitwam T, Haskins ME, Henthorn PS, Kraszewski JN, Kleiman SE,
Seidel NE, Bodine DM, Puck JM. Retroviral marking of canine bone marrow:
long-term, high-level expression of human interleukin-2 receptor common
gamma chain in canine lymphocytes. Blood 1998;92:1565-1575.

47. Hogge GS, Burkholder JK, Culp J, Albertini MR, Dubielzig RR, Keller ET,
Yang NS, Macewen EG. Development of human granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor-transfected tumor cell vaccines for the treatment of
spontaneous canine cancer. Hum Gene Ther 1998;9:1851-1861.

48. Ferrara ML, Occhiodoro T, Fuller M, Hawthorne WJ, Teutsch S, Tucker
VE, Hopwood JJ, Stewart GJ, Anson DS. Canine fucosidosis: a model for
retroviral gene transfer into haematopoietic stem cells. Neuromuscul Disord
1997,7:361-366.

49. Hurwitz DR, Kirchgesser M, Merrill W, Galanopoulos T, McGrath CA,
Emami S, Hansen M, Cherington V, Appel JM, Bizinkauskas CB, Brackmann
HH, Levine PH, Greenberger JS. Systemic delivery of human growth hormone
or human factor IX in dogs by reintroduced genetically modified autologous

bone marrow stromal cells. Hum Gene Ther 1997:;8:137-156.

50. O'Malley BW, Jr., Ledley FD. DNA- and viral-mediated gene transfer in
follicular cells: progress toward gene therapy of the thyroid. Laryngoscope
1993;103:1084-1092.

51. Kay MA, Baley P, Rothenberg S, Leland F, Fleming L, Ponder KP, Liu T,
Finegold M, Darlington G, Pokorny W, . Expression of human alpha 1-
antitrypsin in dogs after autologous transplantation of retroviral transduced
hepatocytes. Proc Natl Acad Sci U S A 1992;89:89-93.



52. Stead RB, Kwok WW, Storb R, Miller AD. Canine model for gene therapy:
inefficient gene expression in dogs reconstituted with autologous marrow
infected with retroviral vectors. Blood 1988;71:742-747.

53. Xu L, Nichols TC, Sarkar R, McCorquodale S, Bellinger DA, Ponder KP.
Absence of a desmopressin response after therapeutic expression of factor
VIII in hemophilia A dogs with liver-directed neonatal gene therapy. Proc Natl
Acad Sci U S A 2005;102:6080-6085.

54. Wang L, Calcedo R, Nichols TC, Bellinger DA, Dillow A, Verma IM, Wilson
JM. Sustained correction of disease in naive and AAV2-pretreated hemophilia
B dogs: AAV2/8-mediated, liver-directed gene therapy. Blood 2005;105:3079-
3086.

55. Choi EW, Shin IS, Youn HY, Kim DY, Lee H, Chae YJ, Lee CW. Gene
therapy using non-viral peptide vector in a canine systemic lupus
erythematosus model. Vet Immunol Immunopathol 2005;103:223-233.

56. Yamaguchi M, Zhou C, Heistad DD, Watanabe Y, Zhang JH. Gene
transfer of extracellular superoxide dismutase failed to prevent cerebral
vasospasm after experimental subarachnoid hemorrhage. Stroke
2004;35:2512-2517.

57. Sleeper MM, Fornasari B, Ellinwood NM, Weil MA, Melniczek J, O'Malley
TM, Sammarco CD, Xu L, Ponder KP, Haskins ME. Gene therapy ameliorates
cardiovascular disease in dogs with mucopolysaccharidosis VII. Circulation
2004;110:815-820.

58. Hattan N, Warltier D, Gu W, Kolz C, Chilian WM, Weihrauch D.
Autologous vascular smooth muscle cell-based myocardial gene therapy to
induce coronary collateral growth. Am J Physiol Heart Circ Physiol
2004;287:H488-H493.

59. Mango RL, Xu L, Sands MS, Vogler C, Seiler G, Schwarz T, Haskins ME,
Ponder KP. Neonatal retroviral vector-mediated hepatic gene therapy reduces



bone, joint, and cartilage disease in mucopolysaccharidosis VIl mice and
dogs. Mol Genet Metab 2004;82:4-19.

60. Plotnikov AN, Sosunov EA, Qu J, Shlapakova IN, Anyukhovsky EP, Liu L,
Janse MJ, Brink PR, Cohen IS, Robinson RB, Danilo P, Jr., Rosen MR.
Biological pacemaker implanted in canine left bundle branch provides
ventricular escape rhythms that have physiologically acceptable rates.
Circulation 2004;109:506-512.

61. Brown BD, Shi CX, Powell S, Hurlbut D, Graham FL, Lillicrap D. Helper-
dependent adenoviral vectors mediate therapeutic factor VIII expression for
several months with minimal accompanying toxicity in a canine model of
severe hemophilia A. Blood 2004;103:804-810.

62. Harding TC, Koprivnikar KE, Tu GH, Zayek N, Lew S, Subramanian A,
Sivakumaran A, Frey D, Ho K, VanRoey MJ, Nichols TC, Bellinger DA,
Yendluri S, Waugh J, McArthur J, Veres G, Donahue BA. Intravenous
administration of an AAV-2 vector for the expression of factor IX in mice and a
dog model of hemophilia B. Gene Ther 2004;11:204-213.

63. Bennett J. Gene therapy for Leber congenital amaurosis. Novartis Found
Symp 2004;255:195-202.

64. Ehrhardt A, Xu H, Dillow AM, Bellinger DA, Nichols TC, Kay MA. A gene-
deleted adenoviral vector results in phenotypic correction of canine
hemophilia B without liver toxicity or thrombocytopenia. Blood 2003;102:2403-
2411.

65. Yanay O, Barry SC, Katen LJ, Brzezinski M, Flint LY, Christensen J,
Liggitt D, Dale DC, Osborne WR. Treatment of canine cyclic neutropenia by
lentivirus-mediated G-CSF delivery. Blood 2003;102:2046-2052.

66. Scallan CD, Lillicrap D, Jiang H, Qian X, Patarroyo-White SL, Parker AE,
Liu T, Vargas J, Nagy D, Powell SK, Wright JF, Turner PV, Tinlin SJ, Webster
SE, McClelland A, Couto LB. Sustained phenotypic correction of canine



hemophilia A using an adeno-associated viral vector. Blood 2003;102:2031-
2037.

67. Xu L, Gao C, Sands MS, Cai SR, Nichols TC, Bellinger DA, Raymer RA,
McCorquodale S, Ponder KP. Neonatal or hepatocyte growth factor-
potentiated adult gene therapy with a retroviral vector results in therapeutic
levels of canine factor IX for hemophilia B. Blood 2003;101:3924-3932.

68. Harvey SJ, Zheng K, Jefferson B, Moak P, Sado Y, Naito |, Ninomiya Y,
Jacobs R, Thorner PS. Transfer of the alpha 5(IV) collagen chain gene to
smooth muscle restores in vivo expression of the alpha 6(1V) collagen chain in
a canine model of Alport syndrome. Am J Pathol 2003;162:873-885.

69. Chuah MK, Schiedner G, Thorrez L, Brown B, Johnston M, Gillijns V,
Hertel S, Van Rooijen N, Lillicrap D, Collen D, VandenDriessche T, Kochanek
S. Therapeutic factor VIl levels and negligible toxicity in mouse and dog
models of hemophilia A following gene therapy with high-capacity adenoviral
vectors. Blood 2003;101:1734-1743.

70. Meertens L, Zhao Y, Rosic-Kablar S, Li L, Chan K, Dobson H, Gartley C,
Lutzko C, Hopwood J, Kohn D, Kruth S, Hough MR, Dube ID. In utero
injection of alpha-L-iduronidase-carrying retrovirus in canine
mucopolysaccharidosis type I: infection of multiple tissues and neonatal gene
expression. Hum Gene Ther 2002;13:1809-1820.

71. Ponder KP, Melniczek JR, Xu L, Weil MA, O'Malley TM, O'Donnell PA,
Knox VW, Aguirre GD, Mazrier H, Ellinwood NM, Sleeper M, Maguire AM,
Volk SW, Mango RL, Zweigle J, Wolfe JH, Haskins ME. Therapeutic neonatal
hepatic gene therapy in mucopolysaccharidosis VIl dogs. Proc Natl Acad Sci
U S A 2002;99:13102-13107.

72. Beaty RM, Jackson M, Peterson D, Bird A, Brown T, Benjamin DK, Jr.,
Juopperi T, Kishnani P, Boney A, Chen YT, Koeberl DD. Delivery of glucose-
6-phosphatase in a canine model for glycogen storage disease, type la, with
adeno-associated virus (AAV) vectors. Gene Ther 2002;9:1015-1022.



73. Herzog RW, Fields PA, Arruda VR, Brubaker JO, Armstrong E, McClintock
D, Bellinger DA, Couto LB, Nichols TC, High KA. Influence of vector dose on
factor IX-specific T and B cell responses in muscle-directed gene therapy.
Hum Gene Ther 2002;13:1281-1291.

74. Xu L, Haskins ME, Melniczek JR, Gao C, Weil MA, O'Malley TM,
O'Donnell PA, Mazrier H, Ellinwood NM, Zweigle J, Wolfe JH, Ponder KP.
Transduction of hepatocytes after neonatal delivery of a Moloney murine
leukemia virus based retroviral vector results in long-term expression of beta-

glucuronidase in mucopolysaccharidosis VII dogs. Mol Ther 2002;5:141-153.

75. Herzog RW, Mount JD, Arruda VR, High KA, Lothrop CD, Jr. Muscle-
directed gene transfer and transient immune suppression result in sustained
partial correction of canine hemophilia B caused by a null mutation. Mol Ther
2001;4:192-200.

76. Gallo-Penn AM, Shirley PS, Andrews JL, Tinlin S, Webster S, Cameron C,
Hough C, Notley C, Lillicrap D, Kaleko M, Connelly S. Systemic delivery of an
adenoviral vector encoding canine factor VIII results in short-term phenotypic
correction, inhibitor development, and biphasic liver toxicity in hemophilia A
dogs. Blood 2001;97:107-113.

77. Chao H, Samulski R, Bellinger D, Monahan P, Nichols T, Walsh C.
Persistent expression of canine factor IX in hemophilia B canines. Gene Ther
1999;6:1695-1704.

78. Herzog RW, Yang EY, Couto LB, Hagstrom JN, Elwell D, Fields PA,
Burton M, Bellinger DA, Read MS, Brinkhous KM, Podsakoff GM, Nichols TC,
Kurtzman GJ, High KA. Long-term correction of canine hemophilia B by gene
transfer of blood coagulation factor IX mediated by adeno-associated viral
vector. Nat Med 1999;5:56-63.

79. Monahan PE, Samulski RJ, Tazelaar J, Xiao X, Nichols TC, Bellinger DA,
Read MS, Walsh CE. Direct intramuscular injection with recombinant AAV



vectors results in sustained expression in a dog model of hemophilia. Gene
Ther 1998;5:40-49.

80. Connelly S, Mount J, Mauser A, Gardner JM, Kaleko M, McClelland A,
Lothrop CD, Jr. Complete short-term correction of canine hemophilia A by in
vivo gene therapy. Blood 1996;88:3846-3853.

81. Shull RM, Lu X, McEntee MF, Bright RM, Pepper KA, Kohn DB. Myoblast
gene therapy in canine mucopolysaccharidosis. |I: Abrogation by an immune
response to alpha-L-iduronidase. Hum Gene Ther 1996;7:1595-1603.

82. Keller ET, Burkholder JK, Shi F, Pugh TD, McCabe D, Malter JS,
Macewen EG, Yang NS, Ershler WB. In vivo particle-mediated cytokine gene
transfer into canine oral mucosa and epidermis. Cancer Gene Ther
1996;3:186-191.

83. Fang B, Eisensmith RC, Wang H, Kay MA, Cross RE, Landen CN, Gordon
G, Bellinger DA, Read MS, Hu PC, . Gene therapy for hemophilia B: host
immunosuppression prolongs the therapeutic effect of adenovirus-mediated
factor IX expression. Hum Gene Ther 1995;6:1039-1044.

84. Dumey N, Mongiat-Artus P, Devauchelle P, Lesourd A, Cotard JP, Le Duc
A, Marty M, Cussenot O, Cohen-Haguenauer O. In vivo retroviral mediated
gene transfer into bladder urothelium results in preferential transduction of
tumoral cells. Eur Urol 2005;47:257-263.

85. Bianco SR, Sun J, Fosmire SP, Hance K, Padilla ML, Ritt MG, Getzy DM,
Duke RC, Withrow SJ, Lana S, Matthiesen DT, Dow SW, Bellgrau D, Cutter
GR, Helfand SC, Modiano JF. Enhancing antimelanoma immune responses
through apoptosis. Cancer Gene Ther 2003;10:726-736.

86. Thamm DH, Kurzman ID, Macewen EG, Feinmehl R, Towell TL,
Longhofer SL, Johnson CM, Geoly FJ, Stinchcomb DT. Intralesional lipid-
complexed cytokine/superantigen immunogene therapy for spontaneous
canine tumors. Cancer Immunol Immunother 2003;52:473-480.



87. Bainbridge JW, Mistry A, Schlichtenbrede FC, Smith A, Broderick C, De
Alwis M, Georgiadis A, Taylor PM, Squires M, Sethi C, Charteris D, Thrasher
AJ, Sargan D, Ali RR. Stable rAAV-mediated transduction of rod and cone
photoreceptors in the canine retina. Gene Ther 2003;10:1336-1344.

88. Park HS, Cheon J, Cho HY, Ko YH, Bae JH, Moon DG, Kim JJ. In vivo
characterization of a prostate-specific antigen promoter-based suicide gene
therapy for the treatment of benign prostatic hyperplasia. Gene Ther
2003;10:1129-1134.

89. Cerletti M, Negri T, Cozzi F, Colpo R, Andreetta F, Croci D, Davies KE,
Cornelio F, Pozza O, Karpati G, Gilbert R, Mora M. Dystrophic phenotype of
canine X-linked muscular dystrophy is mitigated by adenovirus-mediated
utrophin gene transfer. Gene Ther 2003;10:750-757.

90. Qu J, Plotnikov AN, Danilo P, Jr., Shlapakova |, Cohen IS, Robinson RB,
Rosen MR. Expression and function of a biological pacemaker in canine
heart. Circulation 2003;107:1106-1109.

91. lzquierdo Rojo JM. [The canine model in the gene therapy of
glioblastoma]. An R Acad Nac Med (Madr ) 2003;120:703-710.

92. Ahmet |, Sawa Y, Iwata K, Matsuda H. Gene transfection of hepatocyte
growth factor attenuates cardiac remodeling in the canine heart: A novel gene

therapy for cardiomyopathy. J Thorac Cardiovasc Surg 2002;124:957-963.

93. Kalil RA, Teixeira LA, Mastalir ET, Moreno P, Fricke CH, Nardi NB.
Experimental model of gene transfection in healthy canine myocardium:
perspectives of gene therapy for ischemic heart disease. Arq Bras Cardiol
2002;79:223-232.

94. Huang GM, Li GS, Zhu GY, Lai YM, Zhang HX, Wang J, Wang HR.
Safety and bioactivity of intracoronary delivery of naked plasmid DNA
encoding human atrial natriuretic factor. Acta Pharmacol Sin 2002;23:609-
611.



95. Mount JD, Herzog RW, Tillson DM, Goodman SA, Robinson N,
McCleland ML, Bellinger D, Nichols TC, Arruda VR, Lothrop CD, Jr., High KA.
Sustained phenotypic correction of hemophilia B dogs with a factor IX null
mutation by liver-directed gene therapy. Blood 2002;99:2670-2676.

96. Khurana VG, Smith LA, Baker TA, Eguchi D, O'Brien T, Katusic ZS.
Protective vasomotor effects of in vivo recombinant endothelial nitric oxide
synthase gene expression in a canine model of cerebral vasospasm. Stroke
2002;33:782-789.

97. Weld KJ, Mayher BE, Allay JA, Cockroft JL, Reed CP, Randolph MM, Lu
Y, Steiner MS, Gingrich JR. Transrectal gene therapy of the prostate in the
canine model. Cancer Gene Ther 2002;9:189-196.

98. Andrawiss M, Maron A, Beltran W, Opolon P, Connault E, Griscelli F,
Yeh P, Perricaudet M, Devauchelle P. Adenovirus-mediated gene transfer in
canine eyes: a preclinical study for gene therapy of human uveal melanoma. J
Gene Med 2001;3:228-239.

99. Siemens DR, Iwasawa T, Austin JC, Williams RD, See WA, Hedican SP,
Tartaglia J, Flynn CM, Cohen MB, Rodgers J, Ratliff TL. Biomarker distribution
after injection into the canine prostate: implications for gene therapy. BJU Int
2000;86:1076-1083.

100. Goomer RS, Maris TM, Gelberman R, Boyer M, Silva M, Amiel D.
Nonviral in vivo gene therapy for tissue engineering of articular cartilage and
tendon repair. Clin Orthop 2000;S189-S200.

101. Link CJ, Jr., Seregina T, Levy JP, Martin M, Ackermann M, Moorman
DW. Murine retroviral vector producer cells survival and toxicity in the dog
liver. In Vivo 2000;14:643-649.

102. Link CJ, Jr., Moorman DW, Ackerman M, Levy JP, Seregina T. Murine
retroviral vector producer cells survival and toxicity in the peritoneal cavity of
dogs. In Vivo 2000;14:635-641.



103. Wang L, Calcedo R, Nichols TC, Bellinger DA, Dillow A, Verma IM,
Wilson JM. Sustained correction of disease in naive and AAV2-pretreated
hemophilia B dogs: AAV2/8 mediated, liver-directed gene therapy. Blood
2005.

104. Lazarous DF, Shou M, Stiber JA, Hodge E, Thirumurti V, Goncalves L,
Unger EF. Adenoviral-mediated gene transfer induces sustained pericardial
VEGF expression in dogs: effect on myocardial angiogenesis. Cardiovasc Res
1999;44:294-302.

105. Steiner MS, Zhang Y, Carraher J, Lu Y. In vivo expression of prostate-
specific adenoviral vectors in a canine model. Cancer Gene Ther 1999;6:456-
464.

106. Goto H, Shuler FD, Lamsam C, Moller HD, Niyibizi C, Fu FH, Robbins
PD, Evans CH. Transfer of lacZ marker gene to the meniscus. J Bone Joint
Surg Am 1999;81:918-925.

107. Lu Y, Carraher J, Zhang Y, Armstrong J, Lerner J, Rogers WP, Steiner
MS. Delivery of adenoviral vectors to the prostate for gene therapy. Cancer
Gene Ther 1999;6:64-72.

108. Snyder RO, Miao C, Meuse L, Tubb J, Donahue BA, Lin HF, Stafford
DW, Patel S, Thompson AR, Nichols T, Read MS, Bellinger DA, Brinkhous
KM, Kay MA. Correction of hemophilia B in canine and murine models using

recombinant adeno-associated viral vectors. Nat Med 1999;5:64-70.

109. Andrawiss M, Opolon P, Benihoud K, Devauchelle P, Di Falco N, Villette
JM, Kremer E, Saulnier P, Berthon P, Perricaudet M, Cussenot O.
Adenovirus-mediated gene transfer in dog prostate: a preclinical study of a
relevant model system for gene therapy of human prostatic cancer. Prostate
Cancer Prostatic Dis 1999;2:25-35.



110. Labhasetwar V, Bonadio J, Goldstein S, Chen W, Levy RJ. A DNA
controlled-release coating for gene transfer: transfection in skeletal and
cardiac muscle. J Pharm Sci 1998;87:1347-1350.

111. Dow SW, EImslie RE, Willson AP, Roche L, Gorman C, Potter TA. In vivo
tumor transfection with superantigen plus cytokine genes induces tumor
regression and prolongs survival in dogs with malignant melanoma. J Clin
Invest 1998;101:2406-2414.

112. Chauvet AE, Kesava PP, Goh CS, Badie B. Selective intraarterial gene
delivery into a canine meningioma. J Neurosurg 1998;88:870-873.

113. Howell JM, Fletcher S, O'Hara A, Johnsen RD, Lloyd F, Kakulas BA.
Direct dystrophin and reporter gene transfer into dog muscle in vivo. Muscle
Nerve 1998;21:159-165.

114. Foley R, Ellis R, Walker I, Wan Y, Carter R, Boyle M, Braciak T, Addison
C, Graham F, Gauldie J. Intramarrow cytokine gene transfer by adenoviral
vectors in dogs. Hum Gene Ther 1997;8:545-553.

115. Kay MA, Landen CN, Rothenberg SR, Taylor LA, Leland F, Wiehle S,
Fang B, Bellinger D, Finegold M, Thompson AR, . In vivo hepatic gene
therapy: complete albeit transient correction of factor IX deficiency in
hemophilia B dogs. Proc Natl Acad Sci U S A 1994;91:2353-2357.

116. Kay MA, Rothenberg S, Landen CN, Bellinger DA, Leland F, Toman C,
Finegold M, Thompson AR, Read MS, Brinkhous KM, . In vivo gene therapy of
hemophilia B: sustained partial correction in factor IX-deficient dogs. Science
19983;262:117-119.

117. Lim CS, Chapman GD, Gammon RS, Muhlestein JB, Bauman RP, Stack
RS, Swain JL. Direct in vivo gene transfer into the coronary and peripheral
vasculatures of the intact dog. Circulation 1991;83:2007-2011.



118. Yogalingam G, Crawley A, Hopwood JJ, Anson DS. Evaluation of
fibroblast-mediated gene therapy in a feline model of mucopolysaccharidosis
type VI. Biochim Biophys Acta 1999;1453:284-296.

119. Simonaro CM, Haskins ME, Abkowitz JL, Brooks DA, Hopwood JJ,
Zhang J, Schuchman EH. Autologous transplantation of retrovirally
transduced bone marrow or neonatal blood cells into cats can lead to long-
term engraftment in the absence of myeloablation. Gene Ther 1999;6:107-
113.

120. Walkley SU, Thrall MA, Dobrenis K, Huang M, March PA, Siegel DA,
Wurzelmann S. Bone marrow transplantation corrects the enzyme defect in

neurons of the central nervous system in a lysosomal storage disease. Proc
Natl Acad Sci U S A 1994;91:2970-2974.

121. Lothrop CD, Jr., al Lebban ZS, Niemeyer GP, Jones JB, Peterson MG,
Smith JR, Baker HJ, Morgan RA, Eglitis MA, Anderson WF. Expression of a
foreign gene in cats reconstituted with retroviral vector infected autologous
bone marrow. Blood 1991;78:237-245.

122. al Lebban ZS, Henry JM, Jones JB, Eglitis MA, Anderson WF, Lothrop
CD, Jr. Increased efficiency of gene transfer with retroviral vectors in neonatal
hematopoietic progenitor cells. Exp Hematol 1990;18:180-184.

123. Walker MC, Mandell TC, Crawford PC, Simon GG, Cabhill KS, Fernandes
PJ, MacLeod JN, Byrne BJ, Levy JK. Expression of erythropoietin in cats
treated with a recombinant adeno-associated viral vector. Am J Vet Res
2005;66:450-456.

124. Beall CJ, Phipps AJ, Mathes LE, Stromberg P, Johnson PR. Transfer of
the feline erythropoietin gene to cats using a recombinant adeno-associated
virus vector. Gene Ther 2000;7:534-539.

125. Liu G, Ashbourne Excoffon KJ, Wilson JE, McManus BM, Rogers QR,
Miao L, Kastelein JJ, Lewis ME, Hayden MR. Phenotypic correction of feline



lipoprotein lipase deficiency by adenoviral gene transfer. Hum Gene Ther
2000;11:21-32.

126. Yogalingam G, Muller V, Hopwood JJ, Anson DS. Regulation of N-
acetylgalactosamine 4-sulfatase expression in retrovirus-transduced feline

mucopolysaccharidosis type VI muscle cells. DNA Cell Biol 1999;18:187-195.

127. Vite CH, McGowan JC, Niogi SN, Passini MA, Drobatz KJ, Haskins ME,
Wolfe JH. Effective gene therapy for an inherited CNS disease in a large
animal model. Ann Neurol 2005;57:355-364.

128. Loewen N, Fautsch MP, Teo WL, Bahler CK, Johnson DH, Poeschla EM.
Long-term, targeted genetic modification of the aqueous humor outflow tract
coupled with noninvasive imaging of gene expression in vivo. Invest
Ophthalmol Vis Sci 2004;45:3091-3098.

129. Ho TT, Maguire AM, Aguirre GD, Surace EM, Anand V, Zeng Y, Salvetti
A, Hopwood JJ, Haskins ME, Bennett J. Phenotypic rescue after adeno-
associated virus-mediated delivery of 4-sulfatase to the retinal pigment

epithelium of feline mucopolysaccharidosis VI. J Gene Med 2002;4:613-621.

130. Rochlitz CF, Jantscheff P, Bongartz G, Dietrich PY, Quiquerez AL,
Schatz C, Mehtali M, Courtney M, Tartour E, Dorval T, Fridman WH,
Herrmann R. Gene therapy with cytokine-transfected xenogeneic cells in
metastatic tumors. Adv Exp Med Biol 1998;451:531-537.

131. Quintin-Colonna F, Devauchelle P, Fradelizi D, Mourot B, Faure T,
Kourilsky P, Roth C, Mehtali M. Gene therapy of spontaneous canine
melanoma and feline fibrosarcoma by intratumoral administration of
histoincompatible cells expressing human interleukin-2. Gene Ther
1996;3:1104-1112.

132. Hickman MA, Malone RW, Lehmann-Bruinsma K, Sih TR, Knoell D,
Szoka FC, Walzem R, Carlson DM, Powell JS. Gene expression following
direct injection of DNA into liver. Hum Gene Ther 1994;5:1477-1483.



133. Allen C, McDonald C, Giannini C, Peng KW, Rosales G, Russell SJ,
Galanis E. Adenoviral vectors expressing fusogenic membrane glycoproteins
activated via matrix metalloproteinase cleavable linkers have significant
antitumor potential in the gene therapy of gliomas. J Gene Med 2004;6:1216-
1227.

134. Anson DS. The use of retroviral vectors for gene therapy-what are the
risks? A review of retroviral pathogenesis and its relevance to retroviral vector-

mediated gene delivery. Genet Vaccines Ther 2004;2:9.

135. Blechacz B, Russell SJ. Parvovirus vectors: use and optimisation in
cancer gene therapy. Expert Rev Mol Med 2004;6:1-24.

136. Duan YY, Wu J, Zhu JL, Liu SL, Ozaki |, Strayer DS, Zern MA. Gene
therapy for human alphai-antitrypsin deficiency in an animal model using
SV40-derived vectors. Gastroenterology 2004;127:1222-1232.

137. Jia W, Zhou Q. Viral vectors for cancer gene therapy: viral dissemination
and tumor targeting. Curr Gene Ther 2005;5:133-142.

138. Klink D, Schindelhauer D, Laner A, Tucker T, Bebok Z, Schwiebert EM,
Boyd AC, Scholte BJ. Gene delivery systems--gene therapy vectors for cystic
fibrosis. J Cyst Fibros 2004;3 Suppl 2:203-212.

139. Lundstrom K. Gene therapy applications of viral vectors. Technol Cancer
Res Treat 2004;3:467-477.

140. Montier T, Delepine P, Pichon C, Ferec C, Porteous DJ, Midoux P. Non-
viral vectors in cystic fibrosis gene therapy: progress and challenges. Trends
Biotechnol 2004;22:586-592.

141. Agarwal A, Unfer R, Mallapragada SK. Novel cationic pentablock
copolymers as non-viral vectors for gene therapy. J Control Release
2005;103:245-258.



142. Strayer DS. Viral vectors for gene therapy: Past, present and future.
Drug News Perspect 1998;11:277-286.

143. Lundstrom K. Gene therapy applications of viral vectors. Technol Cancer
Res Treat 2004;3:467-477.

144. Jia W, Zhou Q. Viral vectors for cancer gene therapy: viral dissemination
and tumor targeting. Curr Gene Ther 2005;5:133-142.

145. Check E. Gene therapy put on hold as third child develops cancer.
Nature 2005;433:561.



4.2 TERAPIA DEL LINFOSARCOMA

El tratamiento de linfosarcoma (LSA) en humanos y perros se ha basado de
manera predominante en la quimioterapia convencional y la radioterapia (Mayer
and Larue, 2005; Weiden et al., 1979; Williams et al., 2004). A pesar de haber
mejorado mucho la tasa de respuesta y supervivencia con esas terapias, un
namero significante de pacientes no responden o tienen recaidas. Ademas, la
quimioterapia convencional frecuentemente se asocial con morbilidad, toxicidad
(Kisseberth and MacEwen, 2001) y quimioresistencia (Frimberger et al., 2006;
Laing et al., 1989; Lee et al., 1996; Moore et al., 1995). En la dltima década se
han tenido grandes avances en la terapia anticancerosa con la introduccion de
nuevas terapias biotecnolégicas. Esas terapias dirigidas a un tejido blanco son
dominadas ahora por anticuerpos monoclonales, los cuales representan
agentes terapéuticos importantes para varios tipos de cancer incluyendo el
linfosarcoma no Hodgkin (LNH) (Impellizeri et al., 2006; Multani et al., 2001).
Los vectores virales han sido frecuentemente aplicados en terapia somatica
con el objetivo de tratar varias enfermedades genéticas en las areas de la
neurologia, enfermedades metabdlicas, hemostasia y cancer. Los virus que
han sido modificados para emplearlos como vectores son: los adenovirus, virus
adeno-asociados, alfavirus, herpes virus simple, lentivirus y retrovirus
(Lundstrom, 2004). Uno de los desafios en el desarrollo de vectores para la
terapia génica es la especificidad celular, con el objetivo de que estas células
blanco afectadas tengan suficiente expresidén del gen terapéutico, mientras que
por otro lado, se minimice la expresién y la toxicidad en los tejidos sanos. El
vector adenoviral humano serotipo 5 del subgrupo C (Ad5) es el mas empleado
en terapia génica somatica por conocerse su estructura y biologia, ademas
puede ser facilmente modificado. Actualmente, se pueden producir con relativa
facilidad grandes cantidades de Ad5 recombinantes sin modificar su capacidad
de infectar células blanco. Estos vectores no son oncogénicos en humanos
(Hackett and Crystal, 2000) y continuan siendo una herramienta atractiva para
la terapia génica porque no integran su genoma a las células infectadas e
infectan células en mitosis o que no estan en division celular (Ehrhardt et al.,

2003). El perro puede emplearse como modelo de muchas enfermedades de



humanos y varios tipos terapia génica, tales son los casos de hemofilia A
(Manno et al., 2006; Zhang et al., 1999), hemofilia B (Herzog et al., 1999),
melanomas (Andrawiss et al., 2001); cancer de prostata (Barton et al., 2003),
cancer gastrico (Matsukura et al., 1999), factores de crecimiento
hematopoyético (Foley et al., 1997), lesiones en la porcién avascular del
menisco (Goto et al., 1999), actividad de marcapasos cardiaco biolégico
(Plotnikov et al.,, 2004), diabetes mellitus canino (Ayuso et al., 2006),
vasoespasmos cerebrales (Khurana et al.,, 2002), distrofia muscular canina
(Cerletti et al., 2003) y degeneracion de la retina hereditaria (Acland et al.,
2001) en los que ya se han hecho ensayos clinicos.

Existe consenso en que la toxicidad es dependiente de la dosis cuando la
administracién de los vectores adenovirales se efectia por via sistémica, éste
presenta un particular riesgo de hepatotoxicidad. Los vectores que pueden
infectar al tejido especifico mediante la administracion sistémica o poco
invasiva, pueden incrementar su potencial terapéutico y ampliar su aplicacion
(O'Riordan et al., 2003). El LSA es la neoplasia hematolégica maligna mas
frecuente en el perro y en su forma multicéntrica es la mas comun, afectando
linfonodos, higado, bazo, sangre y médula ésea en diferentes grados similares
a los humanos (Vonderhaar and Morrison, 1998). Un hecho importante en los
ensayos clinicos es la valoracién de la seguridad del farmaco administrado,
efectuando un seguimiento para determinar la posibilidad de lesién tisular
relacionada por el farmaco. Para ello se lleva a cabo la evaluacién de eventos
adversos (EA), éstos son considerados cualquier signo desfavorable e
inesperado que incluye valores de laboratorio fuera de rango, signos o
hallazgos asociados temporalmente al empleo de tratamientos o
procedimientos medicos. Un EA es un término empleado en la documentacion
médica y en analisis cientificos de desarrollo de farmacos (National Cancer
Institute, 2003). Existen algunas recomendaciones parciales, o6rgano-
especificas como las propuestas por el Comité de Regulacién de Asuntos de la
Sociedad Americana de Patologia Clinica Veterinaria para la seleccion e
interpretacion de resultados de analitos hepato-especificos para la

identificacién y la evaluacién rigurosa constante de farmacos y su potencial



para inducir lesiones hepaticas en los animales y en los humanos (Boone et al.,
2005) o con empleo de unidades antiguas o con criterios mas generales y
terminologia para determinar los EA como los propuestos por el Grupo
Veterinario Cooperativo (Veterinary co-operative oncology group—common

terminology criteria for adverse events, 2004).



5.- JUSTIFICACION

¢ En |la busqueda de la literatura con cualquier tipo de terapia, no se ha descrito
la via intralinfonodal (ILN).

e La gran mayoria de estudios en cancer se realiza en neoplasias
experimentales, pocos estudios en neoplasias espontaneas.

e Se tiene un cuadro extenso de eventos adversos en humanos y se requiere
disefiar uno para perros exclusivamente y bajo nuestras condiciones.

e Marcar el inicio de este tipo de estudios en Medicina Veterinaria en México.

e Se requieren modelos con patologias similares al humano, el perro es un
modelo intermedio entre ratén y humano y en aquel el linfosarcoma cursa de

similar manera.



6. HIPOTESIS

“Los adenovirus son potenciales vectores para el tratamiento génico de
linfosarcoma en perros por su seguridad y distribucién al administrarse por via

intralinfonodal”



7. OBJETIVO

“Determinar la seguridad vy distribucibn de un vector adenoviral por
administracién intralinfonodal en perros con linfosarcoma multicéntrico

espontaneo”



7.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

—_

. Definir la dosis téxica limitante.
Determinar eventos adversos por administracién de adenovirus.

Establecer la distribucion del vector adenoviral.

> wn

Establecer un sistema de seguimiento clinico y de laboratorio en

animales bajo terapia experimental.



8. MATERIALES Y METODOS

Este estudio fue llevado a cabo en el Hospital de Especialidades en Pequenas

Especies de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad

Nacional Autébnoma de México, el Instituto Nacional de Rehabilitacion y el

Laboratorio de Patologia Clinica Veterinaria Experto en la ciudad de México.

Los perros fueron seleccionados de la casuistica diaria del laboratorio y

donados amparado con una carta de donacién (anexo 1) y fueron evaluados

antes y durante el ensayo a las 12, 24, 48 y 72 h posteriores a la administracion

del vector adenoviral por via ILN en D-MEM/F-12 como vehiculo (11039-021

GIBCO™ Invitrogen Co. USA). La evaluacion se realiz6 a través de EA clinicos

y laboratoriales.

Animales

Se emplearon 6 perros adultos (un macho y 5 hembras) con diagnéstico de

linfosarcoma multicéntrico espontaneo, seleccionados de la casuistica cotidiana

del laboratorio Experto fueron alojados en jaulas metalicas individuales durante
este estudio. Los perros se mantuvieron en ayuno durante 12 horas y 4 horas
sin agua antes de cada muestreo.

Diagnéstico de linfosarcoma

Todos los casos considerados debieron tener varios criterios de diagnostico en

diferentes evaluaciones para ubicarlos como linfosarcoma multicéntrico estadio

clinico llla al Vb segun la OMS (Valil et al., 2001):

e Examen clinico. Linfadenomegalia generalizada con o sin signos clinicos
secundarios como mucosas palidas, pérdida de peso, anorexia, depresion,
hifema u opacidad ocular, esplenomegalia, edema, etc.

e Examen radiolégico. Masa mediastinica, desviacion dorsal de la traquea,
desviacién ventral de colon, aire en asas intestinales, hepato-esplenomegalia,
etc.

e Examen hematolégico. Anemia, hipoproteinemia, linfocitos maduros o
inmaduros  anormales, cuerpos linfoglandulares en  circulacién,

trombocitopenia, etc.



e Examen citolégico. Monotonia celular, predominio de linfoblastos, predominio

de prolinfocitos, mitosis anormales, indice mitdésico mayor a 1/campo/400x.

Adenovirus

El vector empleado fue un adenovirus (Ad5) recombinante no replicativo (con
eliminacién de las regiones E1 y E3) con la insercidén del gen reportero lacZ de
E. coli (proporcionado por el Dr. Curiel, del Centro de Terapia Génica de la
Universidad de Alabama), que expresa la enzima beta-galactosidasa (Ad5pB-
gal) el cual fue amplificado mediante la infeccion de la linea celular HEK 293
(células renales de embrién humano, ATTC CRL-1573 EUA).

Amplificacion

Se prepard un cultivo de células HEK 293 en frascos T75 (Sarsted Alemania)
en el medio Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12 (D-MEM
F/12 mix) (Gibco Invitrogen Co. EUA) con suero fetal bovino (SFB) (Gibco
Invitrogen Co. EUA) al 10% y una vez que éstas presentaron una confluencia
del 70 al 80% se consideraron listas para la infeccion con el Ad5p—gal.

El cultivo se infecté con 10 unidades formadoras de placa (UFP). En un frasco
T75 se prepararon 3 mL de medio OptiMEM (Gibco Invitrogen Co. EUA) con la
cantidad de virus requerida en suspensién. Se elimin6 todo el medio de la caja
y se adicionaron los 3 mL del medio infectante. Se incubaron en frascos de
polipropileno con tapa y filtro a 37°C con 5% de CO; y 85% de humedad
(NuAire EUA) por 12 h, se elimin6 el medio infectante y se adicionaron 10 mL
de D-MEM F/12 mix con 10% de SFB; se regresaron las cajas a incubacion por
otras 12 h y se observaron para verificar la presencia de efecto citopatico en
donde el nacleo ocupa la mayor parte de la célula, ésta se redondea como
resultado de la producciéon de virus (AdEasy™ Vector System Quantum
Technologies. Application Manual. Version 1.2. Montreal, Qc. Canada). Se
observaron los cultivos cada 2 h después de 30 h post-infeccion hasta
observacién del efecto citopatico en el 30% de las células. Se recolectaron las
células infectadas a las 40 h mediante ligeros golpes en la parte lateral de la
caja para separacion de las células adheridas y la decantacién de la
suspension de células. Se mantuvieron las células a 4°C, se centrifugaron a



600 x g durante 5 min a 4°C, se retiraron 5 mL de sobrenadante y se almacend
en un tubo estéril para su posterior uso, se resuspendieron las células en el
sobrenadante restante. Se congelé a -70°C, posteriormente se procesé esta
suspension por medio de 3 ciclos de 2 min de congelacién-descongelacion,
mediante el uso de un bafo maria a 37°C y un bafio de etanol/hielo seco,
después de cada descongelacion se homogenizé la suspension celular
utilizando un vértex. Después del tercer ciclo, se centrifugd a 1500 x g, durante
5 min, para la separacién de los fragmentos celulares. Se deseché el botén
celular y se colect6 el sobrenadante en un tubo estéril y se junté al
sobrenadante almacenado en pasos anteriores para aforar a un volumen de 10
mL y se filtré a través una membrana de 0.45 micrometros (Stericup Millipore
EUA). Posteriormente se colectd el filtrado en una botella estéril. Ese filtrado se
empleé para infectar 3 frascos T75 con células HEK 293 a confluencia del 80 al
90% vy se repitieron los pasos anteriores hasta lograr 45 frascos. Del filtrado de
esas cajas se efectud la purificaciéon del virus y su titulacion (AdEasy™ Vector
System Quantum Technologies. Application Manual. Version 1.2).

Purificacion del adenovirus

A partir del filtrado obtenido, se eliminaron los restos de ADN agregando
benzonasa que es una ADNasa (Novagen EMD Chemicals Inc. Alemania) en
proporcién de 10 U/mL, se incub6 30 min a 37°C, para eliminar la viscosidad
de la mezcla y un paso fluido por la columna de purificacion, asi como una
mejor lectura por densidad dptica para la titulacion de los virus. La columna de
purificacion tiene una membrana que selecciona especificamente las particulas
adenovirales por sus propiedades fisicoquimicas, las adsorbe capturandolas.
Esta membrana se encuentra dentro de un cartucho pequefio por donde se
hizo pasar el filtrado del lisado celular por accién de un vacio generado por una
jeringa y posteriormente por elusion de la membrana se despegaron las
particulas adenovirales purificadas segun las indicaciones del fabricante (Kit de
purificacién de Virus BD Adeno-X™ Becton, Dickinson and Co. - Biosciences,
EUA).

El virus purificado se colecté en un tubo para concentracion de adenovirus

(Centricon YM-50, Millipore Corporation EUA), el cual se centrifugdé hasta que



fue reducido a 1 mL. Este concentrado se mezclé con 2 mL de amortiguador
para criopreservacion.

Titulacién del adenovirus

El método empleado se basé en la densidad 6ptica (DO2s0) de las particulas en
solucion que corresponden al contenido de ADN. El coeficiente de extincidn es
de 1.1 x 10'? virus por unidad DOggo. Se emplearon diluciones adenovirales de
1:2, 1:5, 1:10, 1:25 y 1:50 con la solucion amortiguadora de lisis viral (SALV)
(0.1% SDS, 10 mM Tris-HCI [pH 7.4],1 mM EDTA) bajo condiciones estériles
de campana de flujo laminar y se incubaron a 56°C sobre un mezclador durante
10 min. Se determind la DOy de la solucidén blanco que consiste en la SALV
mezclada con una solucion amortiguadora de dialisis en lugar de la preparacion
adenoviral y se hicieron lecturas en cuadruple de cada dilucion para obtener el
promedio y lectura de la concentracion final.

Posteriormente se realizaron alicuotas del concentrado adenoviral y se
almacenaron a —70 °C para su posterior uso.

Prueba de infectividad del adenovirus

Antes de la administracion ILN del Ad5B-gal, se efectu6 la prueba de
infectividad en un cultivo de la linea celular HeLa de cancer cervical humano
(VCA-1001, Amaxa, Inc. USA), mediante la deteccion de B-galactosidasa. Se
empled el sustrato cromogénico X-gal a 37 °C segun las directivas del
fabricante (AdEasy™ Vector System Quantum Technologies. Application

Manual. Version 1.2. Montreal, Qc. Canada).



Figura 1. Columna para purificacion de adenovirus (AdEasy™ Vector System

Quantum Technologies. Application Manual. Version 1.2).

Frasco contenedor

Manguera transportadora

Columna 7
Jeringa de 60 mL

Figura 2. Sistema de purificacion de adenovirus con la columna acoplada a
una jeringa y a un frasco contenedor (AdEasy™ Vector System Quantum

Technologies. Application Manual. Version 1.2).



Evaluacién de eventos adversos

Para la evaluacién de EA debidos a la administracion del Ad53-gal se tomaron
en consideracidén a varios elementos selectos de los signos clinicos, mientras
que dentro del panel de patologia clinica completo se consideré al
hemograma, perfil bioquimico y uriandlisis.

Signos clinicos

Los signos clinicos que se incluyeron en este estudio durante el examen fisico
fueron la anorexia, temperatura, frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria,
vémito, deshidratacion, diarrea y edema. Los perros fueron observados cada 2
horas durante el estudio (anexo 2).

Patologia clinica

Un perfil completo de patologia clinica fue establecido para evaluar los EA, en
donde se incluy6 la evaluacién del hemograma completo con hematocrito,
hemoglobina, eritrocitos, volumen globular medio (VGM), concentracion
globular media de hemoglobina (CGMH), reticulocitos, eritrocitos nucleados,
morfologia eritrocitica anormal, leucocitos, neutréfilos maduros, neutréfilos
inmaduros, linfocitos, monocitos, eosindfilos, plaquetas, solidos totales y
fibrindgeno.

Se establecieron perfiles de evaluacién renal, hepatico, pancreatico, muscular,
cardiaco, de equilibrio &cido base y de integridad celular general segun los
empleados en nuestra casuistica de rutina (cuadro 7) (Latimer et al., 2003).
Diseno experimental

Se evaluaron 6 perros con dosis escalada de Ad5B-gal administradas por via
ILN (cuadro 8), una dosis por perro dividida en cuatro para aplicacién de los
cuadrantes seleccionados (linfonodos cervicales superficiales derecho e
izquierdo y en linfonodos popliteos derecho e izquierdo) segun la guia de EA
en perros empleada en el laboratorio Experto desde el aino 2003 (cuadros 9 -
14) adaptados, complementados y modificados con el sistema internacional de
unidades a partir de la version 3.0 2003 del National Cancer Institute NCI
CTEP.

El grado de atribucion de EA fue aplicado segun el cuadro 13 al cual se
sustrajo el valor de ajuste del cuadro 14 con la finalidad de otorgar un grado



real de EA y asi distinguir de manera segura los eventos relacionados en este
caso, al linfosarcoma mismo de aquellos resultantes de la administracion del
Ad5pB-gal.



Cuadro 7. Analitos selectos para la evaluacion de eventos adversos en higado,

rindn, pancreas, musculo, corazén e integridad celular general y del equilibrio

acido base

Organo/Tejido

Analitos

Higado

Rinones

Pancreas

Musculo estriado,
coraz6bn e integridad
celular general

Equilibrio acido base

Glucosa, urea, colesterol, triglicéridos, bilirrubina total,
bilirrubina conjugada y no conjugada, proteinas
totales, albumina, alanina aminotransferasa (ALT),
aspartato aminotrasferasa (AST), fosfatasa alcalina
(FA), gama glutamil trasferasa (GGT) y lactato
deshidrogenasa lactica total (LDH).

Urea, creatinina, albumina, calcio, fésforo inorganico,
potasio y LDH.

Glucosa, FA, GGT y amilasa.

CK, AST y LDH.

K*, Na*, CI, HCO3, diferencia de iones fuertes clinica
(DIFin) y acidos no volatiles (ANV).




Cuadro 8. Disefio experimental en perros con linfosarcoma multicéntrico
espontaneo

Perron®  Dosis de Ad5p—gal por via ILN  Evaluacion de eventos adversos

1 DMEM/F-12 estéril (vehiculo)  Antes (0) 12 24 48 72h
2 1.35 X 10'%PV/kg Antes (0) 12 24 48 72h
3 2.53 X 10"/ PV/kg Antes (0) 12 24 48 72h
4 6.10 X 10'% PV/kg Antes (0) 12 24 48 72h
5 18.38 X 10'% PV/kg Antes (0) 12 24 48 72h
6 153.85 X 10'% PV/kg Antes (0) 12 24 48 72h

ILN.- Intralinfonodal
PV/kg.- Particulas virales por kilogramo de peso



Cuadro 9. Guia de grados de eventos adversos clinicos en perros

Evento adverso 0 1 2 3 4
. Sin . . . .
Anorexia . < 1dia 1-3 dias 4-5 dias >5 dias
cambios
Temperatura (°C) 38-39 39.1-39.5 39.6-40.0 40.1-40.5 >40.5
Frecuencia cardiaca adultos (min)  70-120 121-140 141-160 161-180 >180
Frecuencia respiratoria 11-30 31-40 41-50 51-60 >60
Vémito ausente nausea  esporadico < 5/dia, >5/dia,
<2 dias >2 dias
Deshidratacién ausente 5% 8% 10% >10%
Diarrea Heces <4/dia 4-7/dia >7/dia o
ausente blandas <2 dias o0 >2dias con sangre
severa
Edema ausente ligera moderada  elevada extremidades

y facial




Cuadro 10. Guia de grados de eventos adversos hematologicos en perros

Evento adverso 0 1 2 3 4
Hematocrito (L/L) 0.37-0.55  0.30-0.36  0.22-0.29  0.15-0.21 <0.15
Hemoglobina (g/L) 120-180 97-119 74-96 50-73 <50
Eritrocitos (X10'%/L) 5.5-8.5 4.5-5.49 3.5-4.49 2.5-3.49 <25
Plaguetas (X10°/L) Bajo 100-199 50-99 20-49 <20
. 200-600
Plaguetas (X107/L) Alto 601-800 801-1000  1001-1200  >1200
Leucocitos (X 10%/L) Bajo 5.0-5.9 4.0-4.9 3.0-3.9 <3.0
Leucocitos (X 10°L) Ao 09170 471300  301-400  40.1-50.0 550
Neutréfilos (X 10%L)  Bajo 1.5-3.0 1.0-1.4 0.5-0.9 <0.5
3.0-11.5
Neutréfilos (X 10%/L) Alto 11.6-20.0  20.1-30.0  30.1-40.0 >40.0
Neutréfilos banda (X 10%/L) 0.0-0.3 0.4-0.8 0.9-1.8 1.9-3.8 >3.8
Linfocitos (X 10%/L) 1.0-4.8 0.9-0.7 0.6-0.4 0.3-0.1 0.0
Monocitos (X 10%/L) 0-1.4 1.5-2.0 2.1-25 2.6-3.0 >3.0
Eosindfilos (X 10%/L) 0-0.9 1-1.5 1.6-2.0 2.1-25 >2.5
Sélidos totales (g/L) 60-75 55-59 50-54 45-49 <45
Metarrubricitos/100 leucocitos Negativo 1-2 3-5 6-10 >10
Fibrindgeno (g/L) 1-2 2.1-3.0 3.1-4.0 4.1-5.0 >5.0

Bajo.- Eventos adversos en valores bajos
Alto.- Eventos adversos en valores altos



Cuadro 11. Guia de grados de eventos adversos bioquimicos en perros

Evento adverso 0 1 2 3 4
Glucosa (mmol/L) 3.38-6.88 3.00-3.37 2.50-2.99 2.0-2.49 <2.0
Urea (mmol/L) Bajo 509-7.91 1.7-2.08 1.3-1.69 1.00-1.29 <1.00
Urea (mmol/L) Alto ' : 7.92-8.50 8.51-9.50 9.51-10.50 >10.5
Creatinina (umol/L) <126 133-265 266-354 355-442 2435 g
Bilirrubina total (umol/L) <5.16 5.16-15.0 15.1-25.0 25.1-35.0 >35.0
Bil. conjugada (umol/L) <5.1 5.1-10.0 10.1-15.0 15.1-20 >20.0
Bil. (no conjugada) (umol/L) <1.0 1-5 5.1-10.0 10.1-15.0 >15.0
Colesterol (mmol/L) Bajo 5 85-7.76 2.35-2.84 1.85-2.34 1.35-1.84 <1.35
Colesterol (mmol/L) Alto ' ' 7.77-9.77  9.78-10.76 10.77-11.76  >11.76
Triglicéridos (mmol/L) 0.57-1.14 1.15-2.28 2.29-5.70 5.71-11.4 >11.4
ALT (UI/L) <70 70-140 141-280 281-420 >420
AST (UI/L) <55 56-110 111-220 221-330 >330
FA (UI/L) <190 190-473 474-945 946-3780 >3780
GGT (UIlL) <7 7-15 16-30 31-45 >45
CK (UI/L) <213 213-532 533-1065  1066-2130 >2130
Amilasa (UI/L) <1100 1101-1650 1651-2200 2201-5500 >5500
LDH (UI/L) <150 150-250 251-350 351-450 >450
Proteinas totales (g/L) 56.6-74.8 53.6-56.5 51.6-53.5 49.6-51.5 <49.6
Albdmina (g/L) 29.1-39.7 25.0-29.0 20.0-24.9 15.0-19.9 <15.0
Globulinas (g/L) Bajo 53.5.39 1 21.5-23.4 19.5-21.4 17.5-19.4 <17.5
Globulinas (g/L) Alto ’ ' 39.2-42.0 42.1-44.0 44.1-46.0 >46.0
AG 0.78-1.46 0.70-0.77 0.60-0.69 0.50-0.59 <0.50
Calcio (mmol/L) Bajo 5 57.2 91 2.01-2.26 1.75-2.00 1.50-1.74 <1.50
Calcio (mmol/L) Alto ' ’ 2.92-3.12 3-13-3.32 3.33-3.42 >3.42
Fosforo I. (mmol/L) Bajo 0.75-1.70 0.65-0.74 0.55-0.64 0.45-0.54 <0.54
Fosforo I. (mmol/L) Alto ' ' 1.71-3.00 3.10-4.50 4.51-6.00 >6.00
Potasio (mmol/L) Bajo 3.80-5 34 3.32-3.81 2.82-3.31 2.32-2.81 <2.32
Potasio (mmol/L) Alto ) ’ 5.35-6.00 6.01-6.66 6.67-7.32 >7.32
Sodio (mmol/L) Bajo 141-153 135-140 130-134 125-129 <125
Sodio (mmol/L) Alto 154-158 159-163 164-168 >168
Cloro (mmol/L) Bajo 108.0-117.0 103.0-107.9 98.0-102.9  93.0-97.9 <93.0
Cloro (mmol/L) Alto ' 7 117.1-122.0 122.1-127  127.1-132.0 >132
Bicarbonato (mmol/L) 17.0-25.0 14.0-16.9 11.0-13.9 8.0-10.9 <8.0
Acidos no volatiles (mmol/L) 12-24 25-27 28-31 32-35 >35
DIF¢i, (mmol/L) Bajo 30.0-40.0 25.0-29.9 20.0-24.9 15.0-19.9 <15.0
DIF¢i, (mmol/L) Alto | ' 40.1-45.0 45.1-55.0 55.1-65.0 >65.0

Bajo.- Eventos adversos en valores bajos
Alto.- Eventos adversos en valores altos
Bil.- Bilirrubina, ALT- Alanina aminotransferasa, AST- aspartato aminotransferasa, FA-

fosfatasa alcalina, GGT- gama glutamiltranferasa, CK- creatina cinasa, LDH-

lactato

deshidrogenasa total, A/G- relacién albumina/globulinas, fésforo I.- fosforo inorganico, DIF .-
Diferencia clinica de iones fuertes.



Cuadro 12. Guia de grados de eventos adversos del urianalisis en perros

Evento adverso 0 1 2 3 4
Proteinuria (g/L) Negativo 0.1-0.3 0.4-1.0 2.0-5.0 >5.0
Glucosuria (mmol/L) Negativo 0.1-2.7 2.8-5.55 5.6-16.7 16.7-55.0
Bilirrubinuria (umol/L) Negativo 0.1-8.55 8.56-17.1 17.2-34.2 >34.2
Hematuria Negativo

(eritrocitos/campo/400x) 5-10 11-50 51-250 >250
Cilindruria (campo/100x) Negativo 0-1 0-2 1-2 >2
Células renales (campo/400x) Negativo 0-1 0-2 1-2 >2




Cuadro 13. Escala de grados para la atribucion de eventos adversos en perros

No relacionado Improbable Posible Probable Definido
Grados 0 1 2 3 4
No hay eventos Eventos Evento adverso
adversos o Eventos Eventos a0dVersos discapacitante
Definicion resultados dentro adversos adversos , P
de los valores de ligeros moderados indeseables o de amenaza
severos ala vida

referencia

Cuadro 14. Valores de ajuste para la atribucidén de grados de eventos adversos

en perros
Valor de
ajuste 4 3 2 1 0
El evento El evento El evento El evento El evento
adverso esta adverso esta adverso adverso esta adverso esta
claramente no dudosamente puede estar probablemente claramente
Definicion relacionado al relacionado al relacionado relacionado al relacionado
agente motivo  agente motivo  al agente agente motivo al agente
de la de la motivodela dela motivo de la

investigacion. investigacion.

investigacion.

investigacion. investigacion.




Dosis toxica limitante

La dosis téxica limitante (DTL) se defini6 como aquella que produce EA clinicos
o de laboratorio de grado 3 o superior. La dosis maxima tolerada no se
determind porque en este estudio solamente se administré una sola dosis.
Analisis de laboratorio

La evaluacion del hemograma (16 analitos) y del perfil bioquimico (27 analitos)
se efectu6 en muestras sanguineas colectadas de la vena cefalica. El
hemograma se realiz6 en un contador de células Coulter Counter® T-540
(Coulter Electronics, Inc. Florida, USA). Los analitos bioquimicos fueron
determinados en un espectrofotometro Cobas Mira® Chemistry Analyzer
(Roche Diagnostic Systems, Inc. New Jersey, USA), los electrdlitos se
determinaron por electrodo i6n selectivo en un EasylLyte Plus Na'/K*/CI
(Medica Corporation MA USA). Las muestras de orina fueron obtenidas por
miccidn espontanea y evaluadas (6 analitos) con tiras reactivas Combur'®Test®
M (Roche, Germany).

Analisis de resultados

Los resultados fueron clasificados de acuerdo a la guia de EA (cuadros 9-12) y
los grados de atribucion y ajustados de EA (cuadros 13-14).

Los resultados obtenidos se analizaron mediante estadistica descriptiva y la
prueba de t de student pareada de dos colas (SPSS) para comparar los
resultados antes y después de la administracion de Ad5B-gal en perros con
LSA. Las diferencias fueron consideradas significativas cuando p <0.05.



RESULTADOS

Para la obtencién de los perros afectados de linfosarcoma multicéntrico
espontaneo se evaluaron 256 perros con linfadenomegalia de los cuales se
seleccionaron 21 citolégicamente segun el cuadro 15.

Ninguno de los perros que recibieron Ad5B-gal en cualquiera de las dosis,
murié durante el transcurso del estudio.

En ninguno de los perros se pudo determinar la DTL.

Evaluacion de los EA clinicos

Todas las dosis de Ad5B-gal fueron bien toleradas, no se observaron EA
significativos relacionados con la administracién del vector (cuadro 16).

La anorexia fue de grado 2 a 0 a las 24 h posteriores a la administracion ILN de
Ad5B-gal, como evento favorable. Los perros que recibieron las dosis mayores
(18.38 X 10'%VP/kg and 153.85 X 10'°/VP/kg) presentaron un vémito ligero
durante las primeras 12 h después de la administracién adenoviral. La
frecuencia cardiaca fue elevada durante todo el desarrollo del estudio. La
frecuencia respiratoria fue diferente estadisticamente en el periodo 12-24 h
pero no fue dependiente de la dosis. Cuatro perros presentaron edema
mandibular o de las extremidades desde antes de la administracion adenoviral,
por lo tanto, no son secundarias al vector adenoviral. La diarrea y la fiebre
fueron eventos definitivamente relacionados a la enfermedad.

Evaluacion de los EA hematoldgicos

Se present6 una disminucién gradual del hematocrito en el periodo
comprendido entre 0 y 72 h, dos perros manifestaron anemia, uno desde 0 h'y
otro a las 72 h. En dos perros se presenté leucocitosis y neutrofilia durante los
cinco momentos de muestreo, el perro con la mas alta dosis solamente
presentd leucocitosis y neutrofilia a las 12 h. La disminucion progresiva de
solidos totales fue estadisticamente significativa entre los muestreos 12-24 h y
12-24 h (cuadro 17).



Cuadro 15. Captacién de casos con

linfosarcoma en perros (05/2004 al

01/2006)
N2 de - N2 de
. : Seguimiento de casos
linfon DIAGNOSTI o casos
onodos GNOSTICO con criterios completos
evaluados captados
¢ 2 con LSA leucémico
¢35 con 1 hasta 3 linfonodos e 5 casos sin regreso del
afectados propietario
® 43 con criterios completos 6 sin aceptacion del propietario
¢ 5 en estadio final ¢ 4 sin aceptacion del veterinario
256 ¢ 13 linfadenitis supurativa ¢ 8 con aceptacion de donacion* 6™*

¢ 2 linfadenitis alérgica

¢ 3 metastasis otras neoplasias

¢ 132 hiperplasia linfo/plasmocitica
¢ 4 sin diagnéstico

¢ 17 grasa perilinfonodal

® 6 bajo quimioterapia
¢ 11 Sacrificio
¢ 3 Indecision

*

2 perros fueron sacrificados por agresividad y no por decisién del propietario.

** 5 hembras y un macho, de 2, 3, 4, 5, 7 y 8 anos; de razas Labrador, Basset

hound, Poddle y 2 mestizas, asi como un Bulldog. La clasificacion del tipo de

linfosarcoma fue difuso en 5 perros y folicular en una hembra.




Cuadro 16. Estadistica descriptiva y grados de eventos adversos clinicos en
perros con linfosarcoma multicéntrico espontaneo después del ajuste de grado

Tiempo (h) 0 12 24 48 72
X EA X EA X EA X EA X
(£de) (£de) (£de) (xde) (£de)
Anorexia 2 2 1 0 Negativo 0 Negativo 0  Negativo
o 39.26 39.04 38.84 39.04 38.82
Temperatura (°C) ©087) | (0.54) 0 0399 % 54 9 (049
. . 132.6 126.0 120.0 137 136.0
F. Cardiaca (min) (1655 ' (1547) ' (1284 O @38y ' (2263
. . . \5 46.0 39.6 44.8 44.8 45.2
F.Respiratoria (min)” 1959, 1 (4717 O (1453 0 (1963 O (1559
Vomito Negativo 0 1 1 Negativo 0 Negativo 0  Negativo
Deshidratacion Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0  Negativo
Diarrea Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0  Negativo
Edema 2 2 2 0 2 0 2 0 2

X (x de).- Media (+ Desviacion estandar)

AE.- Eventos adversos.

Los elementos clinicos con un numero en exponencial indican diferencia
estadisticamente significativa (P <0.5) segun las etapas de muestreo.
'(0-12h),2(0—24h),*(0-48 hg,“(o -72h),°(12-24h),®(12-48h)," (12 -
72 h),% (24 —48 ), (24— 72 h), " (48 —= 72 h).



Cuadro 17. Estadistica descriptiva y grados de eventos adversos
hematoldgicos en perros con linfosarcoma multicéntrico espontaneo después
del ajuste de grado

Tiempo (h) 0 12 24 48 72
X+de EA X+de EA Xtde EA X+de EA X<de EA
. 0.358 0.364 0.350 0.344 0.330
Hematoorito (L/L) ©0052) ' 0058 2 (0o051) 9 (0057 O (0054 ©
. o 16.00 19.54 17.67 19.92 21.40
Leucocitos (x107/L) (8.12) 0 (6.88) 1 (7.35) 1 (12.03) 1 (13.20) 1
» o 13.04 16.28 13.84 15.31 17.46
Neutrofilos (x10°/L) oy 1 ey O oy O (o9 O (1sy O
o o 0.028 0.152 0.082 0.08 0.10
Neutréfilos en banda (x107/L) (0.06) 0 (0.17) 0 (0.12) 0 (0.13) 0 (0.22) 0
o o 1.96 1.98 2.89 3.09 2.60
Linfocitos (x10%/L) (0.92) 0 (1.00) 0 (1.80) 0 (2.41) 0 (2.10) 0
. 5 0.75 0.82 0.65 1.23 113
Monocitos (x107/L) (0.55) 0 (0.58) 0 (0.43) 0 (0.98) 0 (0.75) 0
o o 0.23 0.1 0.13 0.16 0.21
Eosindfilos (x10°/L) (0.21) 0 (0.11) 0 (0.22) 0 (0.18) 0 (0.25) 0
q 355.2 397.0 382.8 357.2 313.2
Plaqustas (x10°/L) 13220 O sz O (se2) O (712 O (1303 ©
. 56 63.8 64.8 62.0 62.2 60.4
Sélidos totales™ g/L (5.93) 0 (7.01) 0 (6.96) 0 (7.88) 0 (4.77) 0
o 2.0 16 18 20 2.2
Fibrindgeno g/L 1229 9 055 © 4 O (o0 ¢ (109 ©
Eritrocitos nucleados /100 14 1 1.0 0 14 0 0.0 0 1.6 0
leucocitos (3.13) (2.24) (2.61) (0.00) (3.58)

X (£ de).- Media (x desviacién estandar)
EA.- Eventos adversos.
Los analitos hematol6gicos con un numero exponencial indican diferencia estadisticamente
S|gn|f|cat|va (P <0.5) segun las etapas de muestreo

(0 12 h),2(0—24h),°(0-48h),*(0-72h),>(12—=24h),®(12—-48h),” (12-72h),® (24 — 48
h), (24 - 72 h),™° (48 72 h).



Evaluacion de los EA hepaticos

La glucemia y la trigliceridemia fueron diferentes estadisticamente pero se
mantuvieron dentro de los valores de referencia a lo largo del estudio. Los
valores de las enzimas ALT, AST y FA estuvieron elevados durante el estudio,
sin embargo fueron similares antes y después de la administracién del vector
adenoviral. A pesar de que la disminucién de proteinas en el periodo 0-72 h fue
estadisticamente significativa, los resultados se mantuvieron dentro de los
valores de referencia. La albumina siguié la misma conducta con disminucién
gradual con diferencia estadistica significativa entre los periodos 0-48 y 0-72 h
(cuadro 18).

Evaluacion de los EA del equilibrio acido base

No se observaron cambios significativos en K* y DIF,, mientras que en Na®,
ClI'y HCOg3 se presentdé una disminucién a las 12 h post administracion del
Ad5B-gal y fueron diferentes significativamente entre el periodo de 0-12 h y
para el Na* ademas en el periodo 12-24 h. Se observé un ligero incremento de
grado 1 en la concentracién de ANV después de 72h de la administracién
(cuadro 19).

Evaluacion de los EA renales, pancreaticos, musculo corazén, de
integridad celular y de urianalisis.

Con excepcion de la LDH para la evaluacién de integridad celular que
incrementé a las 12 y 24 h al grado 1, no fueron cambios estadisticamente
significativos, en el resto de los érganos no se observd ningun cambio
significativo en ninguno de los animales ni en ninguno de los muestreos
(cuadro 20).



Cuadro 18. Estadistica descriptiva y grados de eventos adversos hepaticos en
perros con linfosarcoma multicéntrico espontaneo después del ajuste de grado

Tiempo (h)

Glucosa®
Colesterol
Triglicéridos®'®
Bilirrubina

B. conjugada

B. no conjugada
ALT

AST

FA

Proteinas*

Albumina®*

0 12 24 48 72
X+tde EA Xtde EA Xtde EA Xtde EA Xitde EA
444 0 470 0O 414 0 4.12 0 416 0
(1.385) (1.162) (0.907) (0.847) (1.062)

585 0 604 O 6.21 0 6.41 0 6.12 0
(2.462) (2.492) (3.000) (3.232) (3.491)
0644 0 0712 0 0798 0 0798 0 0508 0O
(0.066) (0.238) (0.383) (0.152) (0.241)
6.80 1 724 0 722 0 7.65 0 7.10 0
(4.930) (4.958) (5.444) (4.830) (4.357)
3.9 0 477 0 488 0 4.30 0 375 0
(2.317) (3.420) (3.315) (2.284) (2.719)
2.9 1 247 0 234 0 3.35 0 33 0
(2.653) (2.13) (3.017) (2.552) (1.899)
2130 2 2200 0 2232 0 2150 0 1760 0O
(297.9) (294.1) (290.3) (279.2) (216.7)
90 1 1140 0 1148 0 76.4 0 68.0 0
(74.9) (69.8) (59.7) (43.6) (27.4)
871 2 922 0 993 0 1046 0 1242 0
(1374.2) (1393.2) (1418.7) (1548.4) (1826.5)
626 0 602 O 602 0 60.6 0 57.0 0
(10.16) (7.12) (8.64) (8.79) (6.78)
266 1 262 0 258 0 25.2 0 244 0
(3.44) (3.96) (2.78) (3.27) (2.70)

X (x de).- Media (+ desviacion estandar)
EA.- Eventos adversos.
B. conjugada.- bilirrubina conjugada; B, no conjugada.- bilirrubina no conjugada; ALT.- alanina

aminotransferasa; AST.- aspartato aminotransferasa; FA.- fosfatasa alcalina.

Los analitos hepéaticos con un numero exponencial indican diferencia estadisticamente

S|gn|f|cat|va (P <0.5) segun las etapas de muestreo
! (0-12 h), 2 (0 —24 h),
h), (24 - 72 h),™° (48 72 h).

(0—48h),*

(0-72h),°

(12 -24 h),®

(12— 48 h),

"12-72h),®

(24 - 48



Cuadro 19. Estadistica descriptiva y grados de eventos adversos del equilibrio
acido base en perros con linfosarcoma multicéntrico espontaneo después del
ajuste de grado

Tiempo (h) 0 12 24 48 72
X+de EA X+de EA X+de EA Xtde EA X+de EA

‘ 460 . 488 446 4.58 443
(0.468) (0.564) (0.490) (0.352) (0.548)

18 147.9 146.2 147.8 147.7 148.1

Na 249) 9 @10 O (209 (2.38) (162) O

cr' 1162 1147 o 1160 116.0 1143
(2.57) (2.30) (3.51) (1.63) (3.41)

HCO'' 162 142, 144 15.2 140
(1.64) (1.48) (1.95) (2.17) (3.39)

SIDg 317 815 318 31.7 389
(1.68) (2.06) (2.23) (2.44) (3.23)

ANV 201, 220 218 21.0 243
(2.16) (0.72) (1.34) (2.41) (5.59)

X (£ de).- Media (x desviacién estandar)

EA.- Eventos adversos.

K".- potasio; Na*.- sodio; CI".- cloro; HCO's.- bicarbonato; DIF;,.- Diferencia clinica de iones
fuertes; ANV.- acidos no volatiles.

Los analitos del equilibrio &cido base con un ndmero exponencial indican diferencia
estadisticamente significativa (P <0.5) segln las etapas de muestreo.
"(0-12h),2(0-24h),%(0-48h),*(0-72h),°(12—=24h),°(12—-48h),”  (12-72h),® (24 — 48
h), ®(24 - 72 h),"° (48 - 72 h).



Cuadro 20. Estadistica descriptiva y grados de eventos adversos renales,
uriandlisis, musculares, cardiacos, de integridad celular y pancreéaticos en
perros con linfosarcoma multicéntrico espontaneo después del ajuste de grado

Rinones
Tiempo (h) 0 12 24 48 72
X +de EA X+de EA Xzde EA Xzde EA X+*de EA
6.48 5.96 7.52 5.38 7.30
Urea 25700 O (1513 O (2658) O (1404) O (2848 O
. 74.2 79.8 72.6 77.6 73.8
Creatinina 1893) 9 (1692 % (@sen O (2150 0 811y O
. 2.35 2.31 2.37 2.38 2.35
Calcio ©0110) 9 (0269 ° 141y O (0163 © (0123 O
; : 1.31 1.50 1.35 1.34 1.71
Fésforo i. ©0175) % (0282 9 (0143 © (0209 O (0852
Urianalisis
Tiempo (h) 0 12 24 48 72
X +de EA X+de EA Xzde EA Xzde EA X+*de EA
] 0.82 0.82 0.82 0.82
Proteinas (g/L) 0.82(1.23) 0 (1.23) 0 (1.23) 0 (1.23) 0 (1.23) 0
Glucosa Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0
Cilindros Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0
Células Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0
renales
Musculo, corazon e integridad celular
Tiempo (h) 0 12 24 48 72
X +de EA X+de EA Xzde EA Xzde EA X+*de EA
148.6 114.6 139.8 126.0
CK 83.2(322) 0 988 O 434y O (1018 O (893 O
211.6 191.2 138.2 103.4
LDH total 96 (57.6) 0 (137.3) 1 (95.4) 1 62.1) 0 (56.6) 0
Pancreas
Tiempo (h) 0 12 24 48 72
X +de EA X+de EA Xz*de EA Xzde EA X+*de EA
. 676.8 678.0 722.4 673.0
Amilasa 718.6 (113.9) 0 (179.9) 0 (190.2) 0 (161.1) 0 (180.1) 0

X (£ de).- Media (x desviacién estandar)
EA.- Eventos adversos.
Fésforo i.- Fésforo inorgénico; CK.- creatina cinasa; LDH total.- Lactato deshidrogenasa total.

Los analitos con un nimero exponencial indican diferencia estadisticamente significativa (P
<0.5) segun las etapas de muestreo.
"(0-12h),2(0-24h),®(0-48h),*(0-72h),°(12 =24 h),® (12 -48h),” (12-72h),® (24 — 48

h), (24 - 72 h),'° (48 - 72 h).



DISCUSION

En nuestro conocimiento, no hay reportes en la literatura sobre la
administraciéon ILN en ninguna patologia en particular. Las diferentes vias de
administracién de genes en vectores adenovirales in vivo, han tenido diferentes
limitaciones y tolerancia. Las principales desventajas de los adenovirus
humanos como vectores en la terapia génica incluye a las respuestas
inmunomediadas existentes o inducidas y la posible correplicacion del Ad
recombinante con la presencia de adenovirus naturales (Rasmussen et al.,
1999). Una de esas limitaciones es la baja transferencia de genes terapéuticos
a 6rganos diferentes al higado después de la administracion intravenosa
(Fechner et al., 1999). Cuando fueron administrados por diferentes via y dosis
se tuvieron diferentes resultados en cuanto a los EA. No se encontraron EA
significativos en varios ensayos clinicos; con la administracién Unica
intravenosa de 6X10'2 PV en perros con hemofilia A para la transferencia del
factor VIII (Zhang et al., 1999), con la administracién directa a la arteria
hepatica de 2X10'® PV en total (Manno et al., 2006), con la administracién
intraprostatica de 1X10'® (Dwyer et al., 2005), con dosis intravenosa de
8.57X10""/PV/kg en perros con hemofilia B (Ehrhardt et al., 2003), lo que
coincide con nuestro trabajo, sin embargo, cuando las dosis fueron de
3X10"2/VP/kg (Brunetti-Pierri et al., 2005) o de 6X10'"'/VP/kg (Gallo-Penn et al.,
2001), se observd pérdida de integridad hepatocelular transitoria (por
incremento de ALT, AST, AP), muscular (por incremento de CK) y de la
hemostasia primaria por trombocitopenia, que no coincide con nuestros
resultados a dosis hasta de 1.84 X 10'/PV/kg y 1.54 X 10'?/PV/kg que
resultaron sin cambios.

Se pueden observar EA después de la administracion in situ, por las proteinas
que expresan y no por el adenovirus propiamente (Matsukura et al., 1999). La
via de administracion y el tipo de vector afecta el nivel y la duracion de la
expresion de la proteina terapéutica (Liles et al., 1997). Se considera la via in
situ como la mejor para la transferencia de genes terapéuticos en cancer
(Matsukura et al., 1999). El objetivo de este método es de incrementar los

efectos de una dosis en un tejido especifico, mejorar la eficacia antineoplasica



y reducir o inclusive eliminar el periodo de inmunosupresion asi como otros EA.
De esta forma, los tejidos neoplésicos reciben elevadas cantidades de la
proteina terapéutica con una reduccién en la distribucion sistémica hacia otros
organos sanos sensibles. La administracién del vector adenoviral por via ILN
efectuada en el presente ensayo clinico, favorece mucho este principio, pues
antes de pasar a sangre periférica y distribucion a otros 6érganos mas sensibles,
pasa por otros linfonodos o linfocentros efectuando su actividad terapéutica. La
ligera disminucién del hematocrito obtenida es asociada a la evolucion natural
de casos de linfosarcoma multicéntrico (Brooks et al., 1987; Caldin et al., 2005;
Fukuoka et al., 2004; Tecles et al., 2005; Weiss, 2005) y no esta relacionada
con la administracion adenoviral, ya que la anemia es una de las
manifestaciones paraneopldsicas mas comunes en oncologia veterinaria y
humana (Bergman, 2001). La frecuencia cardiaca se elevé a consecuencia de
la anemia, frecuentemente se observa esto en otros pacientes con céncer
(Pronzato, 2006). La leucocitosis neutréfila corresponde en nuestro estudio con
los hallazgos reportados en perros con linfosarcoma (Bergman, 2001). La
disminucién gradual de sélidos totales, proteinas totales y albumina no se
relaciond al tratamiento. La hipoproteinemia e hipoalbuminemia frecuentemente
se asocian a la administracion de farmacos experimentales y son consideradas
respuestas toxicas secundarias (Kreitman et al., 2005; Robertson et al., 2006).
Sin embargo, como en este estudio, esos cambios también son normalmente
presentes en linfosarcoma (Price et al., 1991). Esta disminucién se asocia a
una disminucion de su sintesis ya que es una proteina de fase aguda negativa,
es decir, disminuye su produccion (Latimer et al., 2003). La diferencia
significativa de los sdlidos totales se relacion a una ligera hemoconcentracion a
las 12 h. Aunque no fue estadisticamente significativo el incremento de la LDH
alas 12 y 24 h post administracién del Ad5B-gal, es probable que sea reflejo de
un incremento en la destruccion celular secundaria a la infeccion adenoviral, las
dimensiones de los linfonodos fueron significativamente inferiores a la
necropsia, sin embargo, se debe tomar en cuenta que la lectura a las 72 h se
efectu6 del linfonodo aislado, sin considerar piel y tejidos subcutaneos, por lo
que estos resultados se deben tomar con cautela. La evaluacion de la



integridad hepatica no tuvo cambios durante el desarrollo del ensayo clinico y
fue independiente a la dosis a diferencia de lo publicado (Gallo-Penn et al.,
2001). Esta diferencia probablemente se debe a la via de administracion que
(IV), a la dosis que fue superior a la administrada en este trabajo (3 X 10'2
PV/kg contra 1.54 X 10" PV/kg) asi como al tiempo de evaluacién que fue a los
10-20 dias, por lo que asumimos mas una relacién con la proteina expresada
que al propio virus (Matsukura et al., 1999). La diferencia encontrada entre el
muestreo de 0, 12 y 24 h de los electrélitos estuvo relacionada con el grado de
hidratacion de los perros, ya que su consumo de agua y apetito mejord a partir
de las 12 h posteriores a la administracion del vector hasta el final del estudio.
Los EA marginales de los ANV a las 72 h son compatibles con una ligera
seudoacidosis metabdlica por una falsa disminucion de HCOs; debida a
consumo in vitro ya que la separacion y evaluacién de esas muestras fue
después de 12 h del muestreo (Stockham and Scott, 2002).

Practicamente todos los cambios clinicos y de laboratorio se consideraron no
relacionados al vector adenoviral sino a la evolucién normal de la enfermedad

que se encontraba en los estadios avanzados.



CONCLUSIONES

En conocimiento de los autores, es el primer reporte de terapia génica con
administracién intralinfonodal. La administracion del vector Ad5B-gal en perros
con linfosarcoma multicéntrico espontaneo a elevadas dosis no mostré EA
clinicos o de laboratorio significantes. Esto sugiere que los adenovirus pueden
ser vectores seguros para el uso en casos de terapia génica en linfosarcoma.
Estos datos pueden ser tomados como base para considerar la via
intralinfonodal como una ruta apropiada de administracion de medicamentos
sin eventos adversos en linfosarcoma canino y un potencial modelo para la
investigacion aplicada de terapia en metastasis linfonodales en animales y en

el ser humano.
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Resumen
La terapia génica en cdncer se administra principalmente por via intravenosa e in situ
mediante el empleo de vectores virales y no virales. La administracién sistémica del
vector transfiere el gen terapéutico al tejido neoplasico, pero también a otros érganos. El
objetivo de este estudio fue evaluar la distribucién de expresion del gen reportero Lac Z
insertado en un vector adenoviral y administrado via intralinfonodal (ILN) en perros con
linfosarcoma multicéntrico espontdneo. La distribucion de la expresion de la proteina [3-
galactosidasa de un adenovirus no replicativo recombinante (Adp-gal) fue evaluada en 6
perros con linfosarcoma multicéntrico espontdneo mediante la exposicidon al sustrato
cromogénico X-gal, 72 h después de su administracion ILN. Se emplearon dosis de O
(control), 1,35 X 10", 2,53 X 10", 6,10 X 10", 18,38 X 10", y 153,85 X 10"
particulas virales (PV)/kg. La expresion se presentd en un 100% del tejido linfocitico
neopldsico que incluye, linfonodos y bazo, con menor intensidad se expres6 en drganos
infiltrados con linfocitos neoplasicos: higado, médula ésea y pulmones. La expresion de
B-gal fue exclusiva en tejido linfocitico neopldsico y en sitios de metdstasis. Esto
permite mejorar la eficiencia en la transferencia del gen terapéutico con menores dosis y
reducir los riesgos de toxicidad y también potencialmente menos inmunogénico. La
terapia génica adenoviral via intralinfonodal tiene un elevado potencial para su
aplicacién en animales y humanos con linfosarcoma y también para metdstasis

linfonodales.

Palabras clave: Terapia génica, linfosarcoma, adenovirus, via intralinfonodal, perro.



Abstract
Gene therapy administration in cancer is mainly performed by intravenous, oral, and in
situ routes, with viral or nonviral delivery vector systems. Systemic administration
frequently transfers the therapeutic gene to neoplastic tissue and as well as to other
organs. The objective of this study was to evaluate the distribution expression of Lac Z
reporter gene by adenoviral transfer administered by intralymphonodal route (ILNR) in
dogs with lymphosarcoma. The distribution of [B-galactosidase protein expression by a
non replicative recombinant adenovirus (AdPB-gal) delivery was determined in six dogs
with spontaneous multicentric lymphosarcoma, 72 h after ILNR administration using X-
gal chromogenic substrate. The doses administered were 0 (control), 1.35 X 10'°, 2.53
X 10", 6.10 X 10", 18.38 X 10" and 153.85 X 10" viral particles (VP) /kg. The
expression was manifested in 100% of lymphocytic tissue, including lymph nodes and
spleen. The infiltrated organs with neoplastic lymphocytes: liver, bone marrow and
lungs were positive but with lower intensity. Conclusion. The expression of [3-gal was
restricted to neoplastic lymphocytic tissue and metastatic sites. The ILNR would
enhance gene therapy efficacy to a specific cell type and permit the delivery of lower
doses, which result in reduced toxicity and may also potentially be less immunogenic.
This suggests that adenoviral gene therapy by ILNR is a potential model of
administration in animals and human beings with lymphosarcoma and also for

metastasis to lymph nodes.

Key words: Gene therapy, lymphosarcoma, adenovirus, intralymphonodal route, dog.



INTRODUCCION

Una de las limitaciones generales en el éxito de la distribucion de genes terapéuticos en
la terapia génica in vivo es la dificultad para lograr su transferencia a las células
especificas [13]. La mayoria de los vectores virales para la terapia génica, tienen un
tropismo tisular muy amplio, implicando que pueden infectar una amplia gama de
tejidos, esto limita la seguridad de administracién por via sistémica [7]. Algunos tejidos
que son aparentemente refractarios pueden ser infectados segtn la via de administracion
[5]. La terapia génica en cdncer se ha administrado por varias vias, cuando el vector
empleado es viral, la via m4s recurrida en estudios in vivo es la intratumoral [5, 23], sin
embargo, desde el punto de vista prictico, la administracién sistémica por via
intravenosa puede ser la de mayor interés clinico [7]. Cuando el vector es adenoviral en
particular, se han empleado las vias intraperitoneal [15], intranasal [12], intravenosa
[16, 25], intracardiaca [24], intraneopldsica [26], en sistema nervioso central [8], en
glandulas salivales [29], intramuscular [10] e intramedular [2] entre otros. La
administracion intravenosa resulta con una transferencia principalmente en hepatocitos
y subsecuente hepatotoxicidad, debido a que los hepatocitos expresan elevados niveles
del receptor de adenovirus y coxackie virus (CAR) [1]. La infeccién por un vector
adenoviral se inicia formando complejos entre la proteina de la fibra y CAR, expresado
en forma ubicua en la membrana de las células hospedadoras [28] y continda mediante
la asociacion entre el penton de base y las integrinas o, para la internalizacion del virus
[18].

Las neoplasias espontdneas son buenos modelos para la evaluacién de diferentes tipos
de terapia con aplicacién en animales y humanos. La elevada incidencia en animales de

algunas neoplasias con comportamiento bioldgico similar, tamafo corporal, respuestas



comparables a agentes citotoxicos y su corta vida media, son factores que contribuyen a
las ventajas en el empleo de modelos animales como el perro [22]. Una de esas
neoplasias es el linfosarcoma, que despierta interés por su aplicacion en humanos, cuya
incidencia anual en perros es de 1 en 3500 en la clinica, mientras que a nivel
laboratorial es de 1 en 350 casos y corresponde a 9,42 % de todas las neoplasias con
diagnéstico citoldgico [17]. El objetivo de este estudio fue evaluar la distribucion de
expresion de un gen reportero insertado en un vector adenoviral y administrado via

intralinfonodal (ILN) en perros con linfosarcoma multicéntrico espontdneo.

MATERIAL Y METODOS

Este trabajo se llevé a cabo en el Hospital de Especialidades en la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Auténoma de México, en el
Instituto Nacional de Rehabilitacién y el laboratorio de Patologia Clinica Veterinaria
Experto en la ciudad de México. La distribucién de expresion del gen reportero fue
evaluado 72 h después de la administraciéon ILN del vector adenoviral en un vehiculo D-
MEM/F-12 (11039-021 GIBCO™ Invitrogen Co. EUA).

Animales

Se emplearon 6 perros adultos de 2 a 7 afios de edad (un macho y cinco hembras) con
linfosarcoma multicéntrico espontdneo. Como criterio de inclusion se seleccionaron
aquellos que no estuvieron bajo terapia en 3 meses anterior al trabajo. Fueron
mantenidos en jaulas metélicas individuales durante todo el curso de la investigacién. El
protocolo de este estudio fue aprobado por el comité local de ética de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Auténoma de México.
Diagnoéstico de linfosarcoma

En todos los animales se realizé el diagnéstico clinico, radiolégico y citoldgico.



Adenovirus

Se empled un adenovirus (AdS) no replicativo recombinante (con las regiones E1 y E3
eliminadas) como vector portador del gen reportero lacZ (cortesia del Dr. Curiel del
Centro de Terapia Génica de la Universidad de Alabama EUA), el cual codifica una
proteina que corresponde a la enzima beta-galactosidasa (Ad5B-gal), este vector fue
amplificado y titulado segin el Manual de Aplicacién Version 1,2 de AdEasy™ Vector
System Quantum Technologies y purificado mediante el kit de purificacién Adeno-X™
Virus Mini Purificator kit de Clontech Laboratories, Inc. EUA.

Prueba de infectividad del adenovirus

Antes de la administraciéon ILN del Ad5B-gal se llevé a cabo la prueba de infectividad
en células Hela (VCA-1001, Amaxa, Inc. EUA). El propdsito de esta prueba fue
determinar si el adenovirus recombinante empleado era capaz de infectar y expresar la
-galactosidasa en una estirpe celular diferente a las células de la linea 293, ya que éstas
le permiten replicar por tener la region complementaria que provee la funcién de El
eliminada. Al cultivo de células Hela se le adicioné el sustrato cromogénico X-Gal (5-
bromo-4-cloro-3-indolil-beta-D-galactopiran6sido) hasta cubrirlas completamente e
incubar a 37 °C durante 12 horas (AdEasy™ Vector System Quantum Technologies.
Montreal, Canadd) para la deteccion de P-galactosidasa. Esta enzima convierte el
sustrato en un producto de color azul indicando las células que fueron infectadas por el
adenovirus y que expresan esa enzima.

Pruebas preliminares de distribucién linfonodal

Se emplearon 2 perros sanos para la evaluacion de distribucion por administracion ILN
bajo anestesia general, antes de su sacrificio, en uno se efectué una evaluacién

radiolégica de distribuciéon de 1 mL de medio de contraste (Ioditrast® 76, Justesa,



Meéxico) en 0 a 5 min y en el otro, con 1 mL de colorante azul de metileno al 1 % por
administraciéon ILN y evaluacién a los 30 min por disecciéon para asegurar la
introduccion del vehiculo directamente en linfonodo y su alcance de distribucion.
Administracién intralinfonodal de Ad5p-gal

Se administré 1 mL de Ad5B-gal via intralinfonodal a una concentracién de particulas
virales (PV) de 0,0 (control), 1,35, 2,52, 6,1, 18,38 y 153,85 XlOlO/kg en 6 perros con
linfosarcoma multicéntrico espontdneo. En el perro control se administré 1 mL del
medio “Dulbecco's Modification of Eagle Medium (DMEM) F-12 sin fenol” (GIBCO),
mismo que fue empleado como vehiculo del virus en los demds perros. La
administraciéon se efectué por inyeccién lenta (10 s) en los linfonodos cervicales
superficiales y en los popliteos [3] (0,25 mL por linfonodo) en una sola administracién
con jeringas de 1 mL.

Evaluacién de la distribucion de B-galactosidasa adenoviral transgénica

Se efectud el sacrificio de los perros mediante una sobredosis de pentobarbital sédico a
las 72 h de la administracién del Ad5B-gal. Se obtuvieron los linfonodos mandibulares,
cervicales superficiales, axilares, mediastinicos, popliteos, mamarios e iliacos medios,
bazo, higado, pulmones, cerebro, cerebelo, pancreas, auricula derecha, ventriculo
izquierdo y rifiones que fueron incluidos en solucién salina fosfato amortiguada (PBS).
En la siguiente hora se llevé a cabo por medio de la inclusién de los 6rganos en el
sustrato cromogénico X-Gal a 37 °C durante 12 h (AdEasy™ Vector System Quantum
Technologies. Montreal, Canadd) para la detecciéon de -galactosidasa en los tejidos
seleccionados. Se calificé la intensidad de coloracion como ligero, moderado e intenso

en los 6rganos positivos.



RESULTADOS Y DISCUSION

Los 6 perros fueron seleccionados posteriormente al diagndstico de linfosarcoma
mediante el examen fisico, los signos clinicos presentados por los 6 perros fueron
compatibles con linfosarcoma multicéntrico, aunque en los casos 1 y 2 presentaron
hifema bilateral por metastasis ocular y el 1, 2 y 4 pérdida de peso y edema como signos
paraneopldsicos, mientras que los casos 3 y 5 solamente se encontrd linfadenomegalia
generalizada (TABLA I). Los cambios radiol6gicos més relevantes fueron el incremento
de densidad mediastinica, desplazamiento ventral del colon, desplazamiento dorsal de la
trdquea, esplenomegalia, hepatomegalia e incremento de densidad pulmonar (TABLA
ID). El diagnéstico de linfosarcoma generalizado se basé en los hallazgos clinicos, con la
presencia principalmente de linfadenomegalia generalizada, los signos radioldgicos y el
examen citoldgico (FIG. 1-3).

En la prueba de infectividad del adenovirus se constatd la infectividad y la transferencia
de B-galactosidasa con positividad en las células HeLa (FIG. 4).

La distribucion linfonodal del medio de contraste se observa que después de la
administraciéon poplitea derecha de 1 mL de medio de contraste, en un minuto se
encuentra el trayecto hacia el linfonodo iliaco medial derecho, después de los 5 minutos
disminuye la intensidad del medio. El azul de metileno se encontrd desde el sitio de
administracion, el linfonodo popliteo derecho, hasta el linfonodo iliaco medial derecho
a los 30 minutos de administracion (FIG. 5).

La distribucion de la expresion B-gal en los tejidos evaluados se presenté en todos los
linfonodos, en bazo, higado, pulmones y médula dsea; mientras que en cerebro,
cerebelo, pancreas, auricula derecha, ventriculo izquierdo y rifiones resultaron negativos

en todos los animales sin importar la dosis (FIG. 6). La intensidad fue elevada de



manera similar en todo el tejido linfocitico incluyendo al bazo sin importar la dosis
recibida, mientras que en el higado, médula 6sea y pulmones fue de moderada a ligera,
encontrandose ésta proporcional a las dosis empleadas (TABLA III).

Se ha sefialado que es mejor destruir el cancer que corregirlo genéticamente mediante
las estrategias aprobadas en la terapia génica del céncer, que podrian dividirse en
compensacion de la mutacion, quimioterapia molecular, inmunopotenciacion genética,
agentes oncoliticos e inhibicion de la angiogénesis [14]. La bisqueda de mejores
métodos, protocolos o vias de administraciéon estdn orientados a disminuir la
diseminacion del fairmaco a otros tejidos, es decir, ser mds especifico y asi mejorar el
nivel de infeccidn y traduccidn de los genes terapéuticos, asi como el de disminuir su
inmunogenicidad, toxicidad y su potencial inflamatorio [21].

Segin los resultados obtenidos bajo el protocolo descrito, la dosis no afectd la
distribucion de la expresion viral a diferencia de lo encontrado en ratones con
adenocarcinoma mamario experimental por inyeccién subcutinea, probablemente
debido al tipo de neoplasia y por el inmediato ingreso al torrente sanguineo y su llegada
a higado [27], como también depende de la expresion de CAR, aunque no es la tnica
causa de biodistribucién [14].

Los adenovirus tienen un tropismo preferencial hacia higado y pulmones cuando se
administra el adenovirus por via intravenosa o intraperitoneal [15], sin embargo, en un
estudio efectuado con el mismo vector pero con administracion intraperitoneal [15] o
intraportal [11] se encontré expresion de B-gal en corazén y rifiones a diferencia del
presente estudio en donde resulté negativo en estos 6érganos en todos los perros. Esto
puede ser explicado por la via y la velocidad de administracién, asi como la posibilidad

de mayor contacto con las células, ya que en los perros con linfosarcoma el retorno



linfético se ve afectado, esto incrementa el tiempo de contacto virus-célula facilitando la
infeccidon. Después de la administracién intravenosa de vectores adenovirales se
encuentran hasta el 90% de los virus en los pulmones y cuando es via intraportal hasta
el 55% [6]. En un estudio con administracion adenoviral se encontré que la cantidad de
copias por lg de ADN en higado es 10 veces mayor que en bazo y estdmago, 100 veces
el de pulmones, rifiones corazén musculo y ovarios y 1000 veces el de linfonodos y
cerebro [11]. Estd demostrado que la eficiencia de infeccién depende de la dosis
(concentracion viral por célula), cuando es elevada puede infectar células que
normalmente son consideradas refractarias [4, 27]. También se ha encontrado
resistencia de las células de linfosarcoma a la infeccién adenoviral [5] por la
insuficiente expresion de receptores CAR [9], sin embargo, se ha encontrado que la
infecciéon no depende exclusivamente de los receptores CAR [4], el cual no es el
principal determinante del tropismo adenoviral in vivo [19]. Si un gramo de neoplasia
contiene aproximadamente 10° células, entonces 1x10'° PV infectan 10 g de tejido, eso
quiere decir que dosis de virus administradas via intratumoral teéricamente, una dosis

de 10" PV puede infectar 100 g de tumor [20].

CONCLUSIONES

En este estudio la expresion de B-gal fue practicamente exclusiva del tejido linfocitico
neopldsico y en sitios de metdastasis. Estos resultados sugieren que se puede mejorar la
eficiencia en la transferencia del gen terapéutico con menores dosis y con ello, reducir
su potencial inmunogénico y los riesgos de toxicidad observados en otros estudios. La

terapia génica adenoviral via intralinfonodal tiene un elevado potencial para su



aplicacién en animales y humanos con linfosarcoma y también para metdstasis

linfonodales.
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TABLA 1. HALLAZGOS C/LfNICOS DE 6 PERROS CON LINFOSARCOMA
MULTICENTRICO ESPONTANEO

TABLE 1. CLINICAL FINDINGS IN 6 DOGS WITH SPONTANEOUS
MULTICENTRIC LYMPHOSARCOMA

N° de caso 1 2 3 4 5 Control
Signos Clinicos
Linfadenomegalia generalizada X X X X X X
Hifema bilateral X X
Pérdida de peso X X X X
Tos X
Disnea X
Fiebre X
Depresion X X X X
Nodulos subcutidneos generalizado X
Edema X X X
Anorexia X X X X




TABLA 1. HALLAZGOS RADIOLOGICOS EN EL DIAGNOSTICO DE
LINFOSARCOMA EN 6 PERROS CON LINFADENOMEGALIA GENERALIZADA

TABLE II. RADIOLOGICAL FINDINGS IN LYMPHOSARCOMA DIAGNOSIS IN
6 DOGS WITH GENERALIZED LYMPHADENOMEGALY

N° de caso 1 2 3 4 5 Control

Signos Radioldgicos

Desplazamiento ventral de colon X X X X
Esplenomegalia X X X

Hepatomegalia X X

Desplazamiento dorsal de traquea X X X X
Densidad mediastinal incrementada X X X X X
Incremento de densidad pulmonar X X




TABLA III. FRECUENCIA DE DETECCION DE BETA GALACTOSIDASA
MEDIANTE EL SUSTRATO CROMOGENICO X-GAL EN 6 PERROS CON
LINFOSARCOMA MULTICENTRICO ESPONTANEO A LAS 72 h POSTERIORES
A LA ADMINISTRACION ILN DEL VECTOR AD5B-GAL EN DIFERENTES
DOSIS

TABLE III. FREQUENCY OF DETECTION OF BETA-GALACTOSIDASE BY X-
GAL STAIN IN 6 DOGS WITH SPONTANEOUS MULTICENTRIC
LYMPHOSARCOMA AT DIFFERENT DOSES, 72 h AFTER ILN

ADMINISTRATION OF AD5f -GAL VECTOR

Perro  Control 1 2 3 4 5
0PV 1.35PV  252PV  6.1PV  18.38PV 153.85PV

Tejidos X10"kg X10'%%g X10"kg X10"kg X10'kg  X10'kg
LN popliteos - 3+ 3+ 3+ 3+ 3+
LN mamarios - 3+ 3+ 3+ 3+ 3+
LN mandibulares - 3+ 3+ 3+ 3+ 3+
LN axilares - 3+ 3+ 3+ 3+ 3+
LN cervicales - 3+ 3+ 3+ 3+ 3+
LN mediastinicos - 3+ 3+ 3+ 3+ 3+
LN iliacos medios - 3+ 3+ 3+ 3+ 3+
Bazo - 3+ 3+ 3+ 3+ 3+
Higado - + + 2+ 2+ 2+
Médula 6sea - + + + 2+ 2+
Pulmones - + + + 2+ 2+
Cerebro-cerebelo - - - - - -
Pancreas - - - - - -
Auricula derecha - - - - - -
Ventriculo izq. - - - - - -
Rifiones - - - - - -
Total 0,0,0/16  3,0,8/16  3,0,8/16 3,1,8/16  0,3,8/16 0,3,8/16

Las muestras de los tejidos fueron obtenidos durante la necropsia a las 72 h de la
administracién intralinfonodal (ILN) del vector adenoviral con el gen Lac Z que expresa
beta galactosidasa. Los datos representan los tejidos positivos y su grado de intensidad
de coloracién: (+) Ligera, (2+) Moderada y (3+) elevada. En el total, se representan en
el numerador los tres grados de intensidad y en el denominador el niimero de tejidos
evaluados.

ILN, Intralinfonodal; PV, particulas virales; Ad5B-gal, Adenovirus 5 con el gen que
expresa beta galactosidasa; LN, linfonodos.



FIGURA 1. DIAGNOSTICO CLINICO DE LINFOSARCOMA
FIGURE 1. CLINICAL DIAGNOSIS OF LYMPHOSARCOMA

Hallazgos clinicos frecuentes en perros con linfosarcoma multicéntrico.
A. Opacidad ocular bilateral por hifema secundaria a metdstasis ocular.
B Y C. Linfadenomegalia generalizada.

D. Depresion.



FIGURA 2. DIAGNOSTICO RADIOLOGICO DE LINFOSARCOMA
FIGURE 2. RADIOLOGICAL DIAGNOSIS OF LINFOSARCOMA

Cambios radiolégicos mdas frecuentes encontrados en 6 perros con linfosarcoma
multicéntrico espontaneo.

A. Desplazamiento dorsal de la traquea e incremento de densidad en mediastino craneal
por linfadenomegalia mediastinica.

B. Desplazamiento ventral de colon por linfadenomegalia de iliacos mediales y
hepatomegalia.



FIGURA 3. DIAGNOSTICO CITOLOGICO DE LINFOSARCOMA
FIGURE 3. CYTOLOGICAL DIAGNOSIS OF LYMPHOSARCOMA

Imagen citoldgica por aspirado con aguja fina de un caso de linfosarcoma linfobléstico
(1000x). Mitosis anormales tripolares (flecha).



FIGURA 4. PRUEBA DE INFECTIVIDAD DEL ADENOVIRUS Y
TRANSFERENCIA DE B-GALACTOSIDASA EN CELULAS HELA

FIGURE 4. INFECTIVITY TEST AND TRANSFER OF B-GALACTOSIDASE IN
HELA CELLS

A. Aspecto macroscopico
B. Aspecto microscopico (100X) a elevada confluencia.



FIGURA 5. PRUEBAS PRELIMINARES DE DISTRIBUCION LINFONODAL
FIGURE 5. PRELIMINARY TEST OF LYMPHONODAL DISTRIBUTION

A. Evaluacién radiolégica de distribucion de 1 mL de medio de contraste (Ioditrast®
76, Justesa, México) inmediatamente después de la administracién del medio de
contraste.

B y C. Distribucién de colorante azul de metileno por administraciéon de 1 mL ILN y
evaluacién a los 30 min para asegurar la introduccién del vehiculo directamente en
linfonodo y su alcance de distribucion.
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FIGURA 6. EXPRESION B-GAL COMPARATIVA EN VARIOS TEJIDOS
FIGURE 6. COMPARATIVE EXPRESSION B-GAL IN SEVERAL TISSUES

Expresion beta galactosidasa en perros con linfosarcoma multicéntrico espontaneo. Los
6 tejidos fueron sometidos al sustrato X-Gal para detectar la presencia de -
galactosidasa, los del lado izquierdo recibieron el vector adenoviral con el gen que
expresa beta galactosidasa en porcentaje, los del lado derecho de cada pareja es el
control y no expresa ninguno beta galactosidasa.

A: Linfonodos (100%). B: Bazo (100%). C: Pulmones (20%). D: Higado (30%). E:
Rifiones (0%). F: Ventriculos (0%).



Anexo 1.

CARTA DE AUTORIZACION

Ciudad Universitaria, a de de 2005.

El (Ia) que suscribe propietario

(a) o representante del propietario, con domicilio

por este medio autorizo que mi perro (a) de

edad, que presenta linfosarcoma en fase final sea incluido como donacion
desde este dia para la investigacion “Determinacion de la Seguridad y
Distribucion de un Vector Adenoviral para la Terapia Génica en Perros
con Linfosarcoma Espontaneo”, que llevara a cabo el Dr. Luis Nuhez
Ochoa, quien se hara responsable por el bienestar de mi mascota hasta la
eutanasia.

He recibido la informacion completa y la explicacion del desarrollo de la
investigacion directamente del Dr. Nufiez, que se realizara bajo rigurosa
ética y cuidado del animal asi como el impacto en la busqueda de vias de
administracion de vectores adenovirales para la aplicacion en oncologia

tanto de humanos como en animales.

Firma del propietario o representante



Anexo 2 (a).

HOJA DE SEGUIMIENTO PARA PROYECTOS DE INVESTIGACION

Nombre
Especie
Edad

Seccién
Responsable
Residente

Interno (a)

Expediente N°
Raza

Sexo

Investigador (a)

Para comunicacion

Estancia

Dr. Luis Nufiez Ochoa

Nombre del Determinacion de la seguridad y distribucion de un vector adenoviral para la
proyecto terapia génica en perros con linfosarcoma espontaneo.
Actividades 8 [10]12]14]16]18 [ 20[22[24 ]| 2 ] 4 ]| 6

Dia 1: (fecha)

Examen fisico

Jaula limpia y seca

Determinar FC

3 FR

¢ Temperatura

Estado de hidratacién

Ofrecer alimento

Reportar si come

Ofrecer agua

Reportar si bebe

Sacar a caminar

Reportar si

Defeca

Orina: Recolectar

Ayuno a partir de

Toma de muestras

Otras indicaciones

Tomar placas de térax y abdomen VD y L-L especificando el nimero de caso de este proyecto

La orina debe tener identificaciéon y hora de coleccion

Reportar cualquier manifestacion clinica por favor.




Anexo 2 (b).

HOJA DE SEGUIMIENTO PARA PROYECTOS DE INVESTIGACION

Nombre Expediente N°

Especie Raza

Edad Sexo

Seccién Investigador (a) Dr. Luis Nufiez Ochoa
Responsable

Residente Para comunicacién

Interno Estancia

(@)

Nombre del Determinacion de la seguridad y distribucion de un vector adenoviral para la
proyecto terapia génica en perros con linfosarcoma espontaneo.

Actividades 8 (1012141618 [ 20 [22[24 | 2 | 4 | 6

Dia 2: (fecha)

Jaula limpia y seca

Determinar FC

113 FR

“  Temperatura

Estado de hidratacién

Ofrecer alimento

Reportar si come

Ofrecer agua

Reportar si bebe

Sacar a caminar

Reportar si

Defeca

Orina: Recolectar

Ayuno a partir de

Toma de muestras

Otras indicaciones

La orina debe tener identificacion y hora de coleccion

Reportar cualquier manifestacion clinica por favor.




Anexo 2 (¢).

HOJA DE SEGUIMIENTO PARA PROYECTOS DE INVESTIGACION

Nombre
Especie
Edad

Seccién Responsable

Residente

Interno (a)

Expediente N°
Raza

Sexo

Investigador (a) Dr. Luis Nufiez Ochoa

Para comunicacion

Estancia

Nombre del Determinacion de la seguridad y distribucién de un vector adenoviral para la
proyecto terapia génica en perros con linfosarcoma espontaneo.
Actividades 8[10] 12 [ 1416 [ 18 [ 20 ][22 [ 24 [ 2[4 ] 6

Dia 3: (fecha)

Jaula limpia y seca

Determinar FC

13 FR

“  Temperatura

Estado de hidratacién

Ofrecer alimento

Reportar si come

Ofrecer agua

Reportar si bebe

Sacar a caminar

Reportar si

Defeca

Orina: Recolectar

Ayuno a partir de

Toma de muestras

Eutanasia y necropsia

Otras indicaciones

La orina debe tener identificacién y hora de coleccion

Reportar cualquier manifestacion clinica por favor.
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