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RESUMEN-

Las nuevas estrategias para el tratamiento del cancer incluyen el uso de anticuerpos
monoclonales, inhibidores de tirosina cinasas, farmacos epigenéticos y transgénesis
terapéutica. Las estrategias de transgénesis propuestas para el tratamiento del cancer
comprenden la inhibicion de oncogenes, la reconstitucion de genes supresores, la
inmunopotencializacion genética, el uso de genes codificantes para enzimas activadoras de
prodrogas y diversas estrategias para suprimir la angiogénesis tumoral. El objetivo de la
presente tesis fue ensamblar y caracterizar un anticuerpo de cadena sencilla (scFv) que al ser
expresado intracelularmente interacciona con el factor de crecimiento del endotelio vascular
humano isoforma 165 (Hu-VEGF-165) e inhibe su secrecion. Se realizaron estudios de
transducibilidad adenoviral en células de cancer de vejiga in vitro y se estudiaron los perfiles
de transducibilidad adenoviral al urotelio in vivo. Adicionalmente, se caracterizd un nuevo
modelo de transgénesis terapéutica que permite la transduccién tumoral via intra-arterial, asi
como el control del tiempo de interaccion virus-célula; con lo cual se optimizan los perfiles de
transduccion tumoral. Los resultados obtenidos durante el desarrollo de la presente tesis

podrian ser de utilidad para el tratamiento de cancer de vejiga y de diversos tumores sélidos.



SUMMARY-

Novel cancer treatment strategies include monoclonal antibodies, tyrocine kinase inhibitors,
epigenetic modulating compounds and gene therapy strategies. Gene therapy strategies such as
tumor suppressor gene replacement, dominant oncogene ablation, the use of suicide genes,
gene mediated immunopotentiation and tumor angiogenesis inhibition, have been proposed to
complement conventional cancer treatment schemes. The objective of the present thesis was to
develop a single chain antibody (scFv) that when expressed intracellularly, interacts with the
human vascular endothelial growth factor isoform 165 (Hu-VEGF-165) blocking its secretion.
During the development of the present thesis adenoviral transduction profiles were defined in
various bladder cancer cell lines in vitro and in normal urothelium in vivo. Additionally, a
novel intra arterial delivery model was characterized in order to optimize adenoviral mediated
tumor transduction. The results obtained during the development of the present thesis could be
of use to complement the conventional schemes for the treatment of bladder cancer and other

solid tumors.



CANCER Y ANGIOGENESIS

El cancer se define como un grupo de patologias que evolucionan en etapas clinicas y
moleculares definidas y que tienen como comun denominador la division celular
descontrolada y la invasion de tejido contiguo y a distancia [1-6]. El céncer inicia con la
ganancia en la funcion de oncogenes, progresa con la pérdida de la funcion de genes
supresores de tumores y es seguido por el desarrollo de vasos sanguineos junto con la
modulacion de la respuesta inmunologica para evadir su reconocimiento. Finalmente, las
células que comprenden la masa tumoral invaden el tejido contiguo, se desprenden de la masa
tumoral primaria y colonizan O6rganos a distancia por via hematéogena y linfatica.
Paulatinamente las células colonizadoras afectan la funcion de dichos organos hasta que el

dafio generado no es compatible con la vida [7-11].

En la década de los 70s, inicialmente el Dr. Judah Folkman y posteriormente diversos
grupos, establecieron que el crecimiento de masas tumorales depende de la generacion de
nuevos vasos sanguineos, proceso que se denomind ‘“angiogénesis tumoral” [12-15]. La
evidencia que condujo a la determinacion que el crecimiento tumoral es angiodependiente era:
1) el crecimiento de tumores implantados subcutaneamente era linear antes del inicio del
proceso de vascularizacion y exponencial posterior a la vascularizacion. Este fenomeno habia
sido demostrado en varios modelos animales. 2) Se habia documentado una relacion directa
entre el indice mitdtico de las células tumorales y la distancia al capilar mas cercano. Entre
menor distancia mayor actividad mitética y 3) posterior a la inyeccion subcutidnea de células
tumorales, los tumores se vascularizaban al llegar a los 0.4 mm®. Al incrementar de tamaiio,
los vasos sanguineos ocupaban el 1.5% del volumen tumoral. Esto representaba un incremento

del 400% sobre el nivel de densidad vascular del tejido subcutdneo normal [14].



Esto dirigi6é un importante esfuerzo hacia la definicion de los factores de crecimiento y
mecanismos que intervienen en los procesos por medio de los cuales se crean nuevos vasos
sanguineos, lo cual permiti6 la concepcion de estrategias para inhibir el fenotipo angiogénico
para el tratamiento del cancer y para otras enfermedades que también se caracterizan por el

desarrollo descontrolado de vasos sanguineos [16-29].

En el caso especifico del cancer, la inhibicion del proceso de vascularizacién como
estrategia terapéutica se sustenta en los siguientes puntos: la angiogénesis es un elemento
central en todos los tumores sélidos, lo cual, en teoria, permitiria su aplicacion en diversos
tipos de tumores sélidos; la tasa de proliferacion de la célula endotelial bajo estimulo tumoral
es mayor a la de la célula endotelial sin estimulo, lo cual permitiria una toxicidad diferencial a
las células endoteliales en mitosis; la célula endotelial estimulada expresa marcadores de
superficie distintos a la célula endotelial en reposo, lo cual permitiria una toxicidad dirigida
utilizando diferentes medios; dado que la célula endotelial no tiene alteraciones genéticas, el
desarrollo de resistencia a la terapia seria menos probable; y finalmente, una célula endotelial
nutre hasta 100 células tumorales, lo cual representa la posibilidad de potencializacion

terapéutica [12-17].

Los procesos angiogénicos se caracterizan por la generacion de nuevos vasos
sanguineos en diversas situaciones fisiologicas y fisiopatologicas. Estos procesos son tres: 1)
la angiogénesis, 2) la vasculogénesis y 3) la arteriogénesis. La angiogénesis es el proceso
mediante el cual se generan nuevos capilares a partir de la microvasculatura pre-existente [30,
31]. La vasculogénesis ocurre durante el desarrollo embrionario y se define como la

generacion de vasos sanguineos a partir de células troncales pluripotenciales [32-34]. El tercer



tipo de proceso angiogénico, la arteriogénesis, resulta de la maduracion de nuevas arterias a

partir de vasos sanguineos colaterales pre-existentes [35-37].

Inhibidores Activadores

Angiostatina VEGFs

Endostatina FGFs
sFIt-1 PDGF

Figura 1. Balanza angiogénica. El desarrollo de nuevos vasos sanguineos resulta de una
serie de eventos iniciados por el desequilibrio local entre factores de crecimiento pro y anti-
angiogénicos. Figura adaptada de la referencia 51.

La angiogénesis es el resultado de una compleja cascada de eventos desencadenados
por el desequilibrio local entre factores de crecimiento pro- y anti-angiogénicos (Figura 1).
Los eventos centrales en el proceso de la angiogénesis comprenden: 1) la secrecion de factores
pro-angiogénicos por parte de diversas estirpes celulares (plaquetas, monocitos, linfocitos,
células endoteliales, células tumorales), 2) la secrecion de enzimas degradadoras de matriz
extracelular por parte de la células endoteliales, 3) la entrada en mitosis de la célula endotelial,
4) la migracion de las células endoteliales hacia el estimulo angiogénico con la posterior
formacion de estructuras tridimensionales tubulares, y 5) el reclutamiento de células troncales

pluripotenciales provenientes de la médula 6sea [31, 36, 38-47].

La masa tumoral en crecimiento induce un fenotipo angiogénico al desequilibrar

localmente la concentracion de factores pro- y anti-angiogénicos (Figura 2.) [41]
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Figura 2. Eventos principales de la angiogénesis tumoral. La masa tumoral en
crecimiento induce un fenotipo angiogénico al desequilibrar localmente la concentracion de
factores pro- y anti-angiogénicos. El mecanismo que desencadena dicho desequilibrio local se
denomina “switch angiogénico’ o “interruptor angiogénico”. La angiogénesis tumoral se
caracteriza por una serie de pasos que comprenden: 1) la secreciéon de factores pro-
angiogénicos por parte diversas estirpes celulares (plaquetas, monocitos, linfocitos, células
endoteliales, células tumorales), 2) la secrecion de enzimas degradadoras de matriz
extracelular, 3) la entrada en mitosis de la célula endotelial, 4) la migraciéon de las células
endoteliales hacia el estimulo angiogénico con la posterior formacion de estructuras
tridimensionales tubulares, y 5) el reclutamiento de células troncales pluripotenciales
provenientes de la médula 6sea.

El mecanismo que desencadena dicho desequilibrio local se denomina “switch angiogénico” o
“Interruptor angiogénico” [48-54]. En el caso especifico del cancer, se han definido dos
mecanismos por los cuales el interruptor angiogénico se activa: 1) mediante hipoxia y 2) por la
activacion constitutiva de oncogenes o por la pérdida de la funcion de genes supresores. En
este sentido, cuando el tumor llega a un didmetro mayor a 1-2 milimetros y el oxigeno no es
capaz de difundir por el tumor y sostener los requerimientos metabolicos de la masa en
crecimiento, la hipoxia resultante estimula la secrecion de factores angiogénicos [55-60]. Por
otro lado, se ha documentado que la activacion constitutiva de genes dominantes como Ras o
Raf o bien mediante la pérdida de la funcion del gen supresor p53 incrementa la sintesis de

factores angiogénicos [61-64].



Si bien la larga lista de factores angiogénicos secretados por la masa tumoral apunta
hacia la idea de que la neutralizacion de un solo factor en un sistema redundante seria inutil
desde una perspectiva terapéutica, los resultados de estudios en modelos animales y clinicos
empleando diversas estrategias que inhiben la funcion de VEGF, demuestran el papel
fundamental del grupo de factores de crecimiento del endotelio vascular en el crecimiento
tumoral, por lo que se justifica continuar con el desarrollo de nuevas estrategias y compuestos

para inhibirlos [65-68].

LA FAMILIA DE FACTORES DE CRECIMIENTO DEL ENDOTELIO VASCULAR

(VEGF)

Miembros e isoformas

La familia de factores de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), desde su descubrimiento
en 1983 y de la posterior clonacion del gen en 1989, ha surgido como el grupo de factores de
mayor importancia en la formacion de nuevos vasos sanguineos, debido a que es esencial en la
vasculogénesis embrionaria, en la angiogénesis asociada a procesos fisiologicos y en la

angiogénesis asociada a cancer y a otras patologias [30, 31].

La familia estd constituida por VEGF-A, PIGF (Placental Growth Factor), VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D y VEGF-E [69, 70]. El gen codificante para los miembros de la familia
VEGF-A contiene 8 exones el cual es sometido a “empalmes alternativos” generando 8

diferentes transcritos nombrados de acuerdo con el nimero de aminoacidos que los

constituyen: 110, 121, 145, 148, 165, 183, 189 y 206, [69-71] (Figura 3).



El VEGF-B fue descrito en 1995 y se expresa abundantemente en miocardio, musculo
esquelético y pancreas. En el embrion de raton, se observan niveles de expresion elevados
durante el desarrollo del corazon, tejido adiposo, musculo y médula espinal. E1 VEGF-B

cuenta con dos isoformas una de 167 aminoacidos y otra de 186 aminoacidos [72-74].

En el adulto, el VEGF-C se expresa predominantemente en corazon, placenta, ovario,
intestino delgado, y tiroides. Durante el desarrollo embrionario el VEGF-C desempefia un

papel central en el desarrollo del sistema linfatico a partir de las venas embrionarias [74, 75].

Por otra parte, en el adulto, el VEGF-D se encuentra fundamentalmente en pulmon,
musculo esquelético, colon, e intestino delgado. En el embrion, se encuentra principalmente en

el pulmon en desarrollo [76, 77].

Se ha descrito que el gen de VEGF-E se encuentra en el genoma del virus Orf el cual al
infectar la piel genera lesiones dérmicas caracterizadas por el desarrollo de angiogénesis
patoldgica. El gen de VEGF-E es homologo a sus contrapartes humanas en un 19% a 25% y
genera un potente estimulo mitogénico en células endoteliales y de permeabilidad vascular

semejante a sus contra partes humanas [77].

La estructura genomica de VEGF-A

El gen codificante para VEGF-A se localiza, en el ser humano, en el cromosoma 6p21.3 y
abarca aproximadamente 14 kilopares de bases [78, 79]. El gen esta compuesto de 8 exones.
Los exones 1 a 5 y 8 se encuentran en todas las isoformas, excepto en la isoforma 148. Los
exones 1 a 5 codifican el dominio llamado “nudo de cisteina” (cistein knot), caracteristico de

la familia de VEGF [69, 70, 80, 81]. Los exones 6 y 7 codifican para dos dominios de



interaccion con heparina; la presencia o ausencia de dichos exones, determinan tanto el grado
de afinidad por sus receptores como su solubilidad. Por tal motivo las isoformas 145, 189, 183
y 206 se asocian fuertemente a la matriz extracelular compuesta de proteoglicanos ricos en

heparina, y son menos solubles [31, 70, 82, 83].

La isoforma 165 contiene solo un dominio de asociacion con heparina codificada en el
codon 7, por lo tanto es moderadamente soluble. Mientras que las isoformas 121 y 110
carecen de ambos dominios, lo cual determina su elevada solubilidad. Las isoformas 145, 165,
189 y 206 asociadas a la matriz extracelular son liberadas en sus formas solubles bioactivas
mediante protedlisis mediada por la liberacion y activacion de enzimas degradadoras de matriz

extracelular [70, 83].

GEN DE VEGF- A
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Figura 3. Estructura gendmica e isoformas del gen codificante de VEGF-A. En el humano,
el gen de VEGF-A se localiza en el cromosoma 6p21.3 y abarca aproximadamente 14 kpbs. El
gen se compone de 8 exones. Los exons 1 a 5 codifican el dominio denominado “nudo de
cisteina” (cistein knot) caracteristico de la familia de VEGFs. Los exones 6 y 7 codifican dos
dominios de interaccién con heparina, la presencia o ausencia de dichos exones, determinan
tanto el grado de afinidad por sus receptores como su solubilidad. Figura adaptada de la
referencia 69.




Regulacion de la expresion de los VEGFs

Se han descrito tres mecanismos que regulan la transcripcion de los VEGFs en situaciones

fisiolodgicas: 1) hipoxia, 2) factores de crecimiento y citocinas y 3) hormonas.

HIPOXIA: El gen de VEGF cuenta con elementos de respuesta a hipoxia (HRE-
Hipoxia Responsive/Enhancer Elements) situados en los extremos 5’ y 3’ del gen. La
regulacion de la transcripcion de VEGF es mediada al unirse el factor transcripcional (HIF-1-
Hipoxia Inducible Factor) a los HRE. El HIF-1 es un factor de transcripcion que en
condiciones de oxigeno normales tiene una alta tasa de degradacién. Bajo condiciones
hipoxicas el HIF-1 se acumula intracelularmente debido a una reduccién en su ubiquitinacion
con lo cual se evita su degradacion. La acumulacion de HIF-1 en el citoplasma permite su
translocacion al nucleo donde se une a los HRE induciendo su transcripcion. Otro evento
generado por la hipoxia es el aumento de la vida media del ARNm de VEGF como resultado

de la unién de factores no descritos al extremo 3’ [55-60].

FACTORES DE CRECIMIENTO Y CITOCINAS: Se ha documentado que también
los factores de crecimiento y citocinas inducen, tanto la expresion de VEGFs, como la
activacion de enzimas proteoliticas que liberan las isoformas asociadas de la matriz
extracelular. El factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) (platelet derived
growth factor), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-) (tumor necrosis factor alpha), el
factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) (transforming growth factor beta), el factor
de crecimiento de fibroblastos (FGF) (fibroblast growth factor) y el factor de crecimiento
semejante a la insulina (IGF-1) (insulin like growth factor) [84-86], se encuentran entre los

factores de crecimiento que generan dichos efectos. Por otro lado, las enzimas convertidoras
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de acido araquiddnico a prostaglandinas y los tromboxanos, ciclo-oxigenasa 1 y 2 (COX-1, 2)
inducen la secrecion local de mediadores pro-inflamatorios como interleucina-1 (IL-1) e
interleucina-6 (IL-6), las cuales a su vez inducen la secrecion de VEGFs de monocitos y
plaquetas. Asi mismo, se ha observado que COX-2 induce directamente la transcripcion de

VEGF-A en células de cancer colorectal (Caco-2) [84-86].

HORMONAS: Los estrogenos inducen la transcripcion de VEGF-A en células de
cancer de mama (MCF-7). Adicionalmente, los progestagenos incrementan la expresion de
VEGF-A en células tumorales de utero y de mama. En estudios realizados en células

neopléasicas de prostata se documentd que la testosterona genera un incremento en la

transcripcion de VEGF-A [87, 88].

Estructura proteica de los VEGFs

La configuracidon biofuncional de los factores de crecimiento del endotelio vascular (VEGFs)
consiste en homodimeros antiparalelos glicosilados de 34 a 46 kDa (Figura 4). El mondmero
contiene 7 hojas B-plegadas y 2 a-hélices [47, 80, 81, 89, 90]. Dos estructuras llaman la
atencion en los VEGFs; 1) dos hélices generadas por el apareamiento anti-paralelo entre la
hoja B—plegada 1 y la hoja f—plegada 3 y entre la hoja B—plegada 5 y la hoja B—plegada 6; y 2)
un dominio llamado “nudo de cisteina” (cystein knot) estabilizado por 3 puentes disulfuro

entre las Cys26-Cys68, Cys57-Cys102 y Cys61-Cys104.

Los mondmeros se aparean en una orientacion anti-paralela estabilizada por puentes
disulfuro entre las Cys60-Cys51 [70, 80, 81, 89-92] (Figura 4). Se ha definido el sitio de
interaccion con sus receptores. Dichos dominios son generados por la estructura cuaternaria

formada por la interaccion de la B2 y la B5 y el giro a2-f2, del primer monémero y la hélice

11



en el extremo amino y el giro B3-f4 del segundo mondmero [92, 93]. Esto genera dos sitios de
interaccion idénticos simétricos localizados en los extremos de la configuracion homodimérica

ilustrados en la figura 4.

Figura 4. Estructura de los factores de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF). La
configuracion biofuncional de los VEGFs consiste
en homodimeros antiparalelos glicosilados de 46
kDa. A) EI monomero contiene 7 filamentos pB-
plegados y 2 o-hélices. B) Los monémeros se
aparean en una orientacién anti paralela
estabilizada por puentes disulfuro. C) El sitio de
interaccién con sus receptores se sitla en los
extremos del homodimero antiparalelo. Dichos
dominios son generados por la configuracion
cuaternaria formada por la interaccion entre
ambos mondmeros. Esto genera dos sitios de
interaccion idénticos simétricos localizados en los
extremos de la configuracién ilustrados en color
azul; en rojo y amarillo se ilustran los epitopes de
dos anticuerpos con actividad neutralizante
A.46.1 y 3.2E3.1.1. Las ilustraciones fueron
tomadas de las referencias 80 y 103.
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Receptores para la familia de VEGFs

La interaccidon con receptores especificos, los cuales presentan actividad de tirosina-cinasa,
median las funciones de los factores de crecimiento del endotelial vascular [69, 70, 94, 95].
Cada isoforma de VEGF se une especificamente a tres receptores identificados actualmente:
VEGFR-1(Flt-1), VEGFR-2 (KDR/Flk-1) y VEGFR-3 (FIt-4) ilustrados en la figura 5. El
VEGF-A se asocia a los receptores VEGFR-1 (Flt-1) y VEGFR-2 (KDR/Flk-1). E1 VEGF-B
se asocia unicamente a VEGFR-1, mientras que los factores VEGF-C y VEGF-D interactiian

con los receptores VEGFR-2 y VEGFR-3 (Flt-4) (Figura 5).

Parece ser que en los procesos de angiogénesis, el receptor VEGFR-2 tiene mayor
importancia ya que su activacion induce mitogénesis, motilidad endotelial y permeabilidad
vascular, aunque presenta una menor afinidad por los factores VEGF. La funcién del receptor
VEGFR-1 es menos clara, debido que su activacion induce actividad de cinasa menos intensa,
pero presenta una mayor afinidad por los VEGFs. Se ha propuesto que el receptor VEGFR-1
modula negativamente los procesos de vascularizacion patoldgica por lo que atentia el efecto
netamente angiogénico del receptor VEGFR-2, probablemente, a través de una forma soluble

(sFIt-1) generada por un empalme alternativo o bien, por su baja actividad de cinasa [96, 97].
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Figura 5. Familia de receptores para los factores de crecimiento del endotelio vascular.
Las funciones de la familia de factores de crecimiento endotelial son mediadas por la
interaccién con receptores especificos. Cada isoforma de VEGF se une especificamente a tres
receptores hasta la fecha identificados VEGFR-1(Flt-1), VEGFR-2 (KDR/FIk-1) y VEGFR-3 (Flt-
4). El gen de VEGFR-1, genera una isoforma soluble mediante “splicing alternativo” (sFlt-1). Se
ha propuesto que sFlt-1 desempefa una funcién reguladora en los procesos de
vascularizacién.

Por otra parte, el receptor VEGFR-3 interviene exclusivamente en la linfangiogénesis
[98, 99]. Los tres receptores tienen 7 dominios semejantes a inmunoglobulinas
(immunoglobulin-like domains) en el dominio extracelular, una regioén transmembranal y un
dominio con actividad de tirocina-cinasa en la region intracelular (Figura 6). El segundo
dominio “immunoglobulin-like” es el responsable de la union con los factores VEGFs. Los
dominios 1, 3 y 4 son responsables de mantener la configuracion espacial adecuada para
unirse con los ligandos, mientras que los dominios 5 a 7 son indispensables para la
fosforilacion que inician la cascada de sefializacion [100-103]. Los receptores VEGFR-1 y 2

se expresan, primordialmente, en células endoteliales, aunque también se ha documentado su
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presencia en células tumorales, osteoblastos, células del pancreas y en células de musculo

liso[70].

VEGFR-1/Flt-1

Figura 6. Estructura de los receptores para VEGF. A) Los tres receptores: VEGFR-1,
VEGFR-2 y VEGFR-3 tienen 7 dominios semejantes a inmunglobulinas (immunoglobulin-like
domains) en el dominio extracelular, una regién transmembranal y un dominio con actividad de
tirocina cinasa en la region intracelular. El segundo dominio immunoglobulin-like es el
responsable de union con los VEGFs. Los dominios 1, 3 y 4 son responsables de mantener la
configuracion espacial adecuada para su unién con VEGF; los dominios 4 a 7 son
indispensables para iniciar la cascada de sefalizacion. Cuadro: Vista lateral, Flt-1 en gris,
dominio 2 en verde y VEGF en rojo y azul. B) Interaccion entre VEGF (monémeros en rojo y
morado) y el segundo dominio de Flt-1 (verde) visto de abajo hacia arriba desde la membrana
celular. C) Vista lateral, con la membrana abajo, dominio 2 de Flt-1 (verde) y VEGF (rojo y
morado). El recuadro de A y los modelos mostrados en los B y C fueron tomadas de la
referencia 92.

Funcion de los factores de crecimiento del endotelio vascular (VEGFs)

Estudios en ratones han determinado que durante el desarrollo embrionario, a partir del dia
siete, se induce la expresion de VEGF, la cual se mantiene asi hasta declinar pocas semanas
después del nacimiento [70]. La inactivacion dirigida de un solo alelo produce la muerte del
embrion entre los dias 11-12 del desarrollo embrionario. Asi mismo, se ha demostrado que la

inactivacion del VEGF en etapas posteriores al nacimiento, incrementa la tasa de mortalidad,
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dado que se impide el crecimiento corporal y el desarrollo de los 6rganos, particularmente del

higado [70].

En el humano adulto no se presentan niveles altos de VEGF, con excepcion de lechos
vasculares selectos tales como el plexo coroide del cerebro, los alveolos en pulmon, el
glomérulo del rifion y en corazon. El papel de VEGF es importante en los procesos de
angiogénesis fisiologica, ya que se induce en procesos como el desarrollo del cuerpo luteo
durante el embarazo, en el ciclo endometrial y en la reparacion de tejido [70]. En procesos
patologicos asociados con exceso de vascularizacidbn como cancer, artritis reumatoide y
patologias de la retina, el VEGF-A se produce por diferentes tipos celulares tales como
musculo liso, queratinocitos, macrofagos, monocitos y las células que componen la masa

tumoral [47, 104-106].

VEGF como blanco terapéutico

El reconocimiento del papel fundamental que desempefian los VEGFs en el desarrollo de
cancer ha permitido proponer estrategias que pretenden bloquear su funcién. Dichas
investigaciones han culminado en la aprobacion de un anticuerpo dirigido contra este factor,
este anticuerpo monoclonal humanizado denominado bevacizumab inicialmente se aprobd
para el tratamiento de cancer de colon metastasico y subsecuentemente se ha aprobado para
otros tumores solidos [67, 107, 108] . Es de importancia subrayar que la efectividad
terapéutica en torno la inhibicion de los diversos VEGFs debe estudiarse por separado en cada

tipo tumoral.
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INMUNOGLOBULINAS Y SU EMPLEO EN LA TERAPEUTICA MEDICA

En la mayoria de las areas de la investigacion biomédica se ha empleado la especificidad y alta
afinidad que caracterizan a las inmunoglobulinas para identificar o bien interrumpir la funcion
de proteinas. Los avances en el area de la inmunologia molecular y en la biologia molecular
han permitido extender la aplicacion y el disefio de las inmunoglobulinas, no sélo como
herramientas para la investigacion biomédica, sino también para su aplicacion en la
terapéutica médica [109, 110]. La comprension de los mecanismos moleculares que generan la
estructura proteica de los anticuerpos es el fundamento del disefio y generacion de anticuerpos
sintéticos. Una alternativa es el empleo de los anticuerpos de cadena sencilla como una

herramienta para inhibir VEGF [109-112]

Estructura y funcion de las inmunoglobulinas

Estructuralmente, las inmunoglobulinas son complejos proteinicos tetraméricos plasmaticos
los cuales configuran una "Y". Estos complejos son producidos por linfocitos B en respuesta al
reconocimiento de moléculas fordneas y estan constituidas por dos cadenas pesadas cada una
de aproximadamente 50 kDa de peso molecular (H = heavy) y dos ligeras de 25 kDa (L =
light) (Figura 7). Funcionalmente, el anticuerpo se encuentra dividido en dos regiones: la
region variable (V) que confiere al anticuerpo la capacidad de interaccion con la molécula que
inicio la respuesta inmune y la region constante (C), que la unirse a los receptores Fc inicia
diversas respuestas inmunes y que recluta células efectoras del sistema inmune para la

subsecuente destruccion del patdogeno que inicid la respuesta [111, 112]. (Figura 7)
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Figura 7. Estructura general de las inmunoglobulinas. A) Estructuralmente, las
inmunoglobulinas son complejos proteicos multiméricos plasmaticos los cuales configuran una
"Y", son producidas por linfocitos B en respuesta al reconocimiento de moléculas foraneas y
estan constituidas por dos cadenas pesadas (verde) y dos ligeras (rojo). B) Funcionalmente, el
anticuerpo se encuentra dividido en dos regiones, la regién variable (V-azul marino) que
confiere al anticuerpo la capacidad de interaccién con la molécula que inicio la respuesta
inmune y la regiéon constante (C-azul claro) que inicia diversas respuestas inmunes y que
recluta células efectoras del sistema inmune para la subsecuente destruccion del patégeno que
inicio la respuesta.

Los anticuerpos son agrupados en cinco clases o isotipos (IgA, IgD, IgE, IgG y IgM)
de acuerdo con diferencias en la secuencia aminoacidica de la region constante de la cadena
pesada, el nimero y posicion de los puentes disulfuro que estabilizan a las cadenas pesadas y
ligeras, a la presencia de una region con funcién de bisagra, el nimero de regiones constantes
de la cadena pesada y el nimero y posicion de oligosacaridos en las cadenas pesadas. Cada
isotipo es responsable de diversas funciones inmunologicas y cuentan como vidas medias

plasmaticas que van de 2 a 3 dias (IgD, IgE) a 21 dias (IgG) [110-112].

Estructura de la region variable y diversidad molecular

La capacidad del sistema inmune de generar un numero ilimitado de anticuerpos para el
reconocimiento de cualquier estructura en un tiempo reducido es extraordinaria. Dicho
fenomeno es posible debido a mecanismos moleculares especificos de los linfocitos B los

cuales les permiten generar regiones variables con una diversidad molecular infinita [111,
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112]. La variabilidad estructural se encuentra en los primeros 110 aminoacidos de las regiones
variables de las cadenas pesadas y ligeras. (Figura 8) Las regiones variables estan constituidas
por dos regiones estructuralmente bien definidas: 1) las regiones hipervariables (HV1, HV2 y
HV3), también denominadas regiones determinantes de complementaridad (CDR=
complementarity determining regions), correspondientes a los residuos 28 a 35 (HV1), 49 a 59
(HV2) y 92 a 103 (HV3) y 2); las regiones estructurales (FR = framework regions, FR1, FR2,

FR3, FR4) [111, 112].

Regiones
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A) . 119 id hipervariables (HV 1-3) H
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‘ a los amino dcidos L
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Figura 8. Organizacion estructural y genomica de la region variable de las
inmunoglobulinas. A) La variabilidad estructural de los anticuerpos que permite generar un
nimero ilimitado de anticuerpos se encuentra en los primeros 110 amino &cidos de las
regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras. Dichas regiones variables estan
constituidas por dos regiones estructuralmente bien definidas: 1) las regiones hipervariables
(HV1, HV2 y HV3) también denominadas regiones determinantes de complementaridad
(CDR= complementarity determining regions) correspondientes a los residuos 28 a 35
(HV1), 49 a 59 (HV2) y 92 a 103 (HV3) y 2) las regiones estructurales (FR = framework
regions, FR1, FR2, FR3, FR4). Los dominios generados por la interaccion de tanto las
regiones CDR como las FR de las cadenas ligeras y pesadas configuran los sitios que
interactian con el antigeno. B) Las secuencias nucleotidicas que codifican las regiones FR
flanqueantes son relativamente conservadas, esto hace factible el disefio de oligonucleétidos
(flechas rojas) para su amplificacion por PCR y manipulacion mediante técnicas
convencionales de biologia molecular para diversos usos incluyendo la generacién de
anticuerpos de cadena sencilla (scFv) (C).
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La interaccion de las regiones CDR con las FR de las cadenas ligeras y pesadas
configuran los dominios que interactian con el antigeno [111, 112]. A nivel genomico, las
secuencias nucleotidicas que codifican las regiones FR flanqueantes son relativamente
conservadas, esto hace factible el disefio de oligonucleotidos (primers) para su amplificacion
mediante RT-PCR y posterior manejo a través de técnicas convencionales de biologia
molecular para diversas aplicaciones incluyendo la generacion de anticuerpos de cadena

sencilla (scFv) [113-116].

Inactivacion de oncoproteinas mediante anticuerpos de cadena sencilla (scFvs) y

perspectivas

Recientemente, se ha estudiado y propuesto la aplicabilidad de los scFvs para detener la
funcion de las oncoproteinas, ya que uno de los elementos centrales en la biologia del cancer
es la expresion anormal de proteinas que confieren el fenotipo maligno. En este sentido, se ha
documentado que el bloqueo de la funcién de oncoproteinas empleando scFvs es factible, con
lo cual se han observando efectos anti-tumorales importantes [110, 113-121]. Adicionalmente,
se han descrito otras aplicaciones que amplian el horizonte de su aplicacion en la terapéutica
médica [122]. Al parecer existen pocas limitantes para la aplicacion de dicha tecnologia si
bien hay areas que deben investigarse mas. Por ejemplo, en caso de scFvs solubles es
necesario caracterizar su vida media plasmatica [121, 123]. En el contexto de scFvs con
actividad intracelular se debe continuar con los esfuerzos para mejorar los indices de
transducibilidad tumoral, con el objeto de que puedan transducirse todas, o en su defecto, el
mayor numero posible de las células que constituyen la masa tumoral y se logre un efecto anti-

tumoral importante [117, 120, 123].
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LA TRANSGENESIS TERAPEUTICA DEL CANCER

Los avances en el entendimiento de los principios biologicos de el origen y progresion de las
enfermedades neoplasicas ha dado como resultado la identificacion de alteraciones genéticas y
epigenéticas responsables de la carcinogénesis [1-4, 124-126]. La caracterizacion de dichas
alteraciones moleculares permite el disefio de una nueva generacion de estrategias

farmacologicas que pretenden mejorar la terapéutica oncologica.

Dentro de las propuestas innovadoras en la terapéutica oncologica se encuentran
anticuerpos monoclonales dirigidos contra factores de crecimiento [107, 127, 128], se han
sintetizado compuestos inhibidores de tirosina cinasas [129, 130], se han descrito farmacos
con efectos epigenéticos [131, 132] y se han propuestos estrategias de transgénesis terapéutica

o terapia génica [133-136].

La transgénesis terapéutica se define como un grupo de estrategias versatiles mediante
las cuales se utilizan acidos nucleicos especificos con el propodsito de complementar y mejorar
los esquemas convencionales de tratamiento médico [137-150]. La transgénesis terapéutica del
cancer comprende, entonces, un conjunto de estrategias que intervienen en los procesos que
caracterizan a la patologia molecular del cancer con la finalidad de detener el fenotipo

maligno, o bien propiciar la muerte de la célula tumoral [107, 133-136].

El disefio de estrategias que proponen a la transgénesis para el tratamiento del cancer
se sustentan en: 1) el conocimiento de las alteraciones moleculares que caracterizan al cancer
y que definen los blancos moleculares, 2) el desarrollo de “herramientas” que permiten
intervenir intra o extracelularmente con el objeto de modular o corregir dichas alteraciones

moleculares, y 3) el desarrollo de vehiculos (vectores) y estrategias anatomo-quirdrgicas de
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entrega que permitan llevar hasta las células que comprenden la masa tumoral dichas
herramientas, con el fin de que interactiien con sus blancos moleculares y ejerzan su efecto

antineoplasico [133-136, 151].

Reconstitucion de genes
supresores de tumores

Inhibicion de oncogenes P53, Rb, p16 Quimioterapia
dominantes ‘ Molecular
Ras, Myc, erbB-2 TK, CD, CYPs
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IL-12, B7, Antigenos

Figura 9. La transgénesis terapéutica del cancer. Dado que el cancer se desarrolla en
etapas molecularmente definidas y a que se han identificado las alteraciones genéticas y
epigenéticas responsables, la transgénesis terapéutica del cancer se enfoca en inhibir,
restaurar o bien modular cada una de las alteraciones que definen la patologia molecular
del cancer asi como también estrategias para potenciar el efecto citotéxico de
quimioterapéuticos convencionales. Dentro de las estrategias propuestas se encuentran la
inhibicién de genes dominantes, la reconstitucion de genes supresores de tumores, la
inmunopotencializacion, el uso de genes activadores de proteinas tdxicas y la inhibicién de
la angiogénesis.

Hasta la fecha, las diversas estrategias de transgénesis terapéutica propuestas para al
cancer, se enfocan en inhibir, restaurar o bien modular cada una de las alteraciones que
definen la patologia molecular del cancer, ademés de potenciar el efecto de quimioterapéuticos
convencionales [133-136, 151]. De tal forma que un grupo de estrategias se dedica a detener
las sefiales intracelulares que promueven la division celular, por lo que los blancos son los
productos de oncogenes dominantes que han sido activados constitutivamente. A este grupo de

estrategias se les denomina “inhibicion de oncogenes”. También se ha propuesto la
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“reconstitucion de genes supresores de tumores” con el fin de restablecer el control mitético
que estos ejercen [152-154]. Otras estrategias sugeridas son las que re-establecen la capacidad
del sistema inmune de reconocer las células neoplasicas, estas estrategias son denominadas
como “inmunopotencializacion génica” [155, 156], por otra parte, se ha propuesto la
potencializacion de quimioterapéuticos convencionales y el uso de pre-toxinas para inducir la
muerte de células tumorales mediante el uso de genes codificantes para enzimas activadoras
de prodrogas “genes suicidas” [157-159] y finalmente, se han descrito diversas estrategias que
tienen como blanco detener el desarrollo del arbol vascular tumoral a través de metodologias

de transgénesis [22, 29, 151, 153, 160-165].

Anti-angiogénesis tumoral y terapia génica

En la década de los 70 Judah Folkman propuso que el crecimiento tumoral es angio-
dependiente [12]. Esta hipdtesis se corrobor6 en los afios 80, al grado que actualmente se ha
establecido como una constante universal en la biologia de los tumores sélidos y en el
desarrollo de lesiones metastasicas [13-15]. Lo anterior ha dirigido una considerable atencion
hacia la definicion de los mecanismos y factores de crecimiento que intervienen en la
generacion de nuevos vasos sanguineos. La definicion de esta biologia ha permitido el
descubrimiento de diversos compuestos y péptidos que pretenden detener el crecimiento
tumoral y el desarrollo de enfermedad metastasica mediante la inhibicion del fenotipo
angiogénico. Dichos compuestos y estrategias anti-angiogénicas funcionan debido a que se
inhibe la proliferacion de las células endoteliales, se inhiben su migracion o bien, se inducen

apoptosis [166-170].
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Los resultados del empleo de diversos inhibidores de angiogénesis en ensayos clinicos
han fundamentado la base conceptual y experimental para justificar nuevos ensayos clinicos
utilizando los mismos péptidos pero ahora desde una plataforma basada en la transgénesis [22,

151, 153, 161-163, 165]. (Figura 10).

Masa Factores Desarrollo de
Tumoral Pro-angiogénicos angiogénesis

Figura 10. Estrategias anti-angiogénicas mediante transgénesis. Las estrategias
anti-angiogénicas mediante tansgénesis comprenden dos enfoques principalmente: 1) la
inhibicién de la secrecion de factores angiogénicos y 2) la tansduccion de genes
codificantes de proteinas inhibidoras de la angiogénesis.

Entre los argumentos que sustentan el uso de terapia génica para inhibir la
angiogénesis tumoral se encuentran: 1) la estabilidad genética relacionada con la célula
endotelial, lo que podria reflejarse en la menor posibilidad de desarrollo de resistencia; 2)
dado que el desarrollo de neo-angiogénesis es un componente central en la biologia de los
tumores solidos, las estrategias serian aplicables a todos los tumores so6lidos; 3) el potencial de
una secrecion prolongada, tanto local como sistémica; 4) viabilidad farmaco-econdémica, ya
que el costo de la infusion cronica de péptidos anti angiogénicos obtenidos mediante
biotecnologia convencional seria prohibitivo; y 5) la posibilidad de utilizar “cassettes” de

expresion codificantes para multiples péptidos con propiedades anti-angiogénicas, ya que la
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infusion cronica de mezclas o “cocktailes” de compuestos de multiples péptidos con
propiedades anti-angiogénicas es una situacion clinicamente poco probable [22, 162, 163, 165,
171]. En el momento de escribir este trabajo, las estrategias anti-angiogénicas mediante
tansgénesis tienen principalmente dos enfoques, 1) la inhibicion de la secrecion de factores
angiogénicos y 2) la tansduccion de genes que producen la sintesis local o sistémica de

péptidos inhibidores de la angiogénesis.

La inhibicion de la secrecion de factores angiogénicos ha sido estudiada mediante
oligonucledtidos anti-sentido, ribozimas, y RNAs de interferencia (SiRNAs) “small interfering
RNA”, ambos dirigidos a la inhibicidon de la sintesis o expresion de las diversas isoformas de
VEGF-A [66, 67, 172-175]. Por otro lado, se ha estudiado el efecto anti-angiogénico y anti-
neoplésico de inhibidores enddgenos, como la isoforma soluble del receptor de VEGF (sFlt-1),
la endostatina y la angiostatina entre otros [162, 165, 167, 169, 172, 176-178].
Vectorologicamente se han utilizado estrategias basadas en liposomas, en inyeccion

intramuscular directa de ADN desnudo, asi como en diversos sistemas virales [179, 180].
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EL ADENOVIRUS COMO VECTOR EN LA TERAPIA GENICA

La viabilidad de la aplicacién clinica rutinaria de la terapia génica somatica depende y
dependera del desarrollo de sistemas transportadores del acido nucleico terapéutico al tejido
blanco [181, 182]. A esta area de la transgénesis terapéutica se le denomina “vectorologia”. El
vector ideal deberd contar con una serie de requisitos definidos por la patologia a tratar [182].
En términos generales, el vector ideal debe producirse con facilidad y en grandes cantidades,
la troficidad del vector debe ser restringida al grupo de células blanco tratadas y a su vez,
lograr una transduccion eficiente. En el nivel molecular, el vector ideal debe ser disefiado con
las secuencias génicas necesarias para obtener la expresion que generen niveles terapéuticos
de la proteina en cuestion, que mantenga la expresion del cDNA terapéutico por el tiempo
optimo dictado por la patologia a tratar y, finalmente, deberd ser poco inmunogénico. [183-
186]. (Tabla 6). Los métodos para el transporte de genes con potencial terapéutico se dividen
en dos grupos: 1) los métodos no-virales y 2) los métodos virales; ambos con propiedades

distintas y resumidos en la tabla 1.

TABLA 1. PROPIEDADES DE LOS VECTORES EN LA TERAPIA GENICA

EFICIENCIA DE | DURACION
VECTOR IN VIVO | IN VITRO | TRANSFECCION DE
EXPRESION
Inyeccion ST NO NO Transitoria
directa de DNA APLICABLE
Electroporacién ST sI <5% Transitoria
Liposomas SI ST 50-60% Transitoria
Retrovirus sI sI 5% Estable
Adenovirus sI SI 95% Transitoria
Adeno-Asociados sI sI 60-80% Estable
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Las propiedades fisico-quimicas de los métodos no virales definen sus caracteristicas
transportadoras, entre estos métodos se encuentra la inyeccion directa de ADN desnudo, el uso
de liposomas, el uso de particulas pesadas cubiertas con acidos nucleicos (gene gun) y la
electroporacion [187]. Por otro lado, también se han utilizado diversos virus como vectores
acarreadores de genes con potencial terapéutico. A la fecha, los virus mas utilizados para
estudios de terapia génica son los adenovirus, virus adenoasociados, retrovirus y herpes virus
[181]. La presente tesis se enfoca en el uso de adenovirus como vectores por lo cual a

continuacion se describe la biologia de los vectores adenovirales.

Biologia de los Adenovirus

Estructura y genoma del adenovirus

Los adenovirus son miembros de la familia Adenoviridae, la cual se caracteriza por su
capacidad de infectar células post-mitéticas, incluyendo células altamente diferenciadas como:
células endoteliales, hepatocitos, fibroblastos, musculo esquelético, musculo cardiaco,
neuronas y pulmon [183, 188-191]. La familia Adenoviridae se divide inmunologicamente en
50 serotipos. Los serotipos 2 y 5 han sido los mas estudiados para ensayos de transgénesis
terapéutica. La céapside del adenovirus es de forma icosahédrica, con un diametro de 70 a 100
nm y estd compuesta de tres proteinas, la hexona, la base pentona (III), y la fibra (IV). En su
interior contiene las proteinas denominadas VI, VIII, IX, Illa, y IVa2. El genoma adenoviral
consiste de 36 kpbs de ADN lineal de doble hebra con terminaciones repetitivas invertidas

“ITRs” (Inverted Terminal Repeats) [192-195]. (Figura 11)
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Figura 11. Estructura adenoviral. A) Los adenovirus son de forma icosahédrica y miden de 70 a
100 nm de diametro. La capside esta compuesta de tres proteinas principales, la hexona (ll), la base
pentona (lll), y la fibra (IV). En el interior contienen proteinas secundarias denominadas VI, VIII, IX,
llla, y IVa2. B) El genoma de los adenovirus consiste de 36 kpbs de ADN lineal de doble cadena
(rojo) con “terminaciones repetitivas invertidas” (ITRs) unidas a proteinas de terminacién (verde).

Ciclo de vida adenoviral

El ciclo de vida del adenovirus silvestre se divide en dos fases: la fase temprana y la fase
tardia. La fase temprana (early phase) toma de 6 a 8 horas posteriores a la infeccion e incluye
la interaccion del adenovirus con los receptores especificos, la entrada del virus a la célula
mediante la formacion del endosoma y la posterior liberacion de éste; el transporte del virus a
través del citoplasma, seguido de la inyeccion del genoma viral al nicleo y finaliza con la
transcripcion de los genes “tempranos” (early genes: E1, E2, E3, E4). La fase temprana de la
infeccion adenoviral se centra en preparar a la célula para la replicacion del genoma viral y

para la subsecuente transcripcion de los genes tardios (late genes: L1, L2, L3, L4 y LS).

La fase tardia (late phase) toma de 4 a 6 horas y comprende la transcripcion de genes
tardios codificantes para las proteinas estructurales del virus, el ensamblaje de las particulas
virales hasta su maduracion y, finalmente, la liberacion de las nuevas particulas virales al

medio [196-198].
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El gen E1, el cual a su vez se divide en dos productos: E1A y EIB, es la piedra angular
del ciclo de vida adenoviral ya que prepara a la célula para la transcripcion y subsecuente
replicacion del genoma adenoviral y activa la transcripcion de los genes tardios a través de la

transactivacion de E2.

La expansion in vitro de adenovirus recombinantes con delecion en la region E1A
depende de que este gen sea transcomplementado en una célula que contenga dicho gen
integrado establemente en su genoma. Las células 293, 911 y PER.C6 establemente

transformadas con el gen E1, son las que llevan a cabo esta funcion [199-204].

Proceso de infeccion adenoviral

La infeccion adenoviral es mediada por la interaccion entre el nodo (knob) situado en el
extremo amino de la fibra y el receptor putativo denominado CAR (Coxsackie/Adenovirus
Receptor) y entre la proteina pentona situada en la base de la fibra (penton) con las integrinas

aV-B3 o aV-B5 como se ilustra en la Figura 12 [205-212].
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Figura 12. La capside adenoviral y los receptores involucrados en el proceso de
infeccion. La infecciéon adenoviral depende de la interaccion del nodo (knob) situado en la fibra
y la proteina pentona (penton) con el receptor CAR (Coxsackie/Adenovirus Receptor) y con las
integrinas aVB3 y aVP5 respectivamente.
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El virus es internalizado a la célula mediante la formacién de endosomas y posteriormente es
liberado al citoplasma. La capside viral es transportada al nucleo a través del citoplasma, para
ello emplea el sistema de microtubulos, donde finalmente el genoma viral es inyectado al
interior del nucleo a través del complejo del poro nuclear. En el ntcleo, el genoma viral se une
a la matriz nuclear via las proteinas terminales unidas a las terminaciones repetitivas invertidas

(ITRs), donde se mantiene en forma episomal [213]. (Figura 13)

._H. INTEGRINAay B3/B5
* CAR (Coxsackie-Adenovirus Receptor) /\

Interaccion  Endocitosis Liberacién Transporte Ingreso

con mediada endosomal citopldasmico del genoma viral
receptores porreceptores al nicleo

Figura 13. El proceso de infeccion adenoviral. La internalizacién adenoviral es mediada
por endocitosis mediada por receptores. Posteriormente, el adenovirus es liberado del
endosoma y la particula viral es transportada al nicleo mediante microtdbulos. El genoma
viral es finalmente inyectado al interior de este a través del complejo del poro nuclear. En el
nucleo, el genoma viral se une a la matriz nuclear a través de las proteinas terminales (TP)
unidas a las terminaciones repetitivas invertidas (ITRs), donde es transcrito. Las micrografias
de microscopia electrdnica de transmision fueron obtenidas de las referencias 197, 205, 206 y
207.
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Cinética de la infeccion adenoviral

Estudios con adenovirus marcados radioactivamente han establecido que 1 minuto posterior a
la infeccion el 99% se encuentra asociado a la membrana celular, 30 minutos posteriores al
contacto inicial, 80% de los virus han ingresado a la célula y se encuentran en distintos
compartimentos rumbo al complejo del poro nuclear. Finalmente, hacia los 60 minutos, cerca
del 90% de los virus se encuentran en el citoplasma [197]. Es de interés mencionar que, si bien
en cultivo esta variable es de gran importancia para lograr perfiles de eficiencia de
transduccion que en células como Hela se acerca al 100%; in vivo no existen estudios que
evalten el efecto del tiempo que se otorga para permitir la interaccion entre el virus y sus
receptores en la célula blanco sobre los perfiles de transduccion. Esto se debe a la ausencia de

modelos experimentales que permitan manipular dicha variable. (Figura 14)
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Figura 14. Cinética de la infeccion adenoviral. Estudios con adenovirus marcados
han determinado que 1 min posterior a la infeccién (P.l.) el 99% se encuentra
asociado a la membrana celular, 30 minutos posteriores al contacto inicial, cerca del
85% de los virus han ingresado a la célula y se encuentran en distintos
compartimientos intracelulares rumbo al complejo del poro nuclear, finalmente, hacia
los 60 minutos, cerca del 90% de los virus se encuentran intracelulares.
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Evolucion de los vectores adenovirales para su uso en la terapia génica

El genoma del adenovirus silvestre esta constituido por 36 kbps de ADN lineal de doble hebra.
Inicialmente, los adenovirus de primera generacion permitian la incorporacion de hasta 7.5
kilopares de bases correspondientes al cassette de expresion codificante para el gen de interés,
al retirar las secuencias correspondientes a los genes E1A y E3. Posteriormente, se retiraron
las sencuencias correspondientes al gen E2 y se amplié la capacidad del cassette. Mas
adelante, se generaron los adenovirus “minimalistas” o “destripados” (gutless) los cuales
retienen solamente la secuencia empaquetadora (), y las terminaciones repetitivas invertidas
(ITRs) del genoma adenoviral silvestre. Estos adenovirus requieren de ADN de “relleno” y
permiten cassettes de expresion que exceden los 30 kilopares de bases. La ultima generacion
de adenovirus recombinantes, emplea adenovirus a los que se ha reintegrado el gen El al
genoma y mediante diversas estrategias se replican selectivamente en células tumorales. El

efecto antitumoral se debe a que el ciclo de vida adenoviral es litico [192, 213-216] (Figura

15).
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Figura 15. Evolucion de los vectores adenovirales para su uso en la transgénesis
terapéutica. EI genoma del adenovirus silvestre contiene ADN lineal de 36 kpb. Los
adenovirus recombinantes de 1lera generacién permiten la integracion de hasta 7.5.
Posteriormente se ampli6 la capacidad del cassette de expresion al retirarse las sencuencias
E2. Recientemente, se han disefado los adenovirus llamados “minimalistas” o (gutless), los
cuales retienen la secuencia empaquetadora (v) y las terminaciones repetitivas invertidas
(ITRs) del genoma silvestre. Los adenovirsus minimalistas o “gutless” permiten cassettes de
expresion que exceden los 30 kbp.
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La viabilidad de la aplicacion clinica de la terapia génica somatica en forma rutinaria depende
del desarrollo de sistemas transportadores eficientes del acido nucleico terapéutico al tejido
blanco. La evolucion de los vectores adenovirales ain debe resolver algunos obstaculos, entre
los cuales se encuentran, la disminucion de la inmunogenicidad adenoviral, el prolongar la
expresion del gen terapéutico y mejorar los perfiles de transduccion in vivo [194, 195, 217,

218].
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JUSTIFICACION

El cancer es un problema de salud publica a escala mundial. Debido a que el cancer es ahora la
segunda causa de muerte en México, es necesario que se concreten programas globales
enfocados a la problematica oncologica, los cuales tendrian que contemplar, estudios
epidemiologicos, educacion, diagndstico temprano, investigacion basica e investigacion
preclinica para el desarrollo de nuevas estrategias y compuestos terapéuticos que ofrezcan

alternativas al paciente que padece de cancer.



OBJETIVO GENERAL

Disefiar una estrategia de transgénesis mediante adenovirus recombinantes para inhibir la

secrecion de VEGF-165 humano, para su aplicacion en cancer de vejiga y en diversos tumores

solidos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Generar un anticuerpo de cadena sencilla contra el factor de crecimiento del endotelio

vascular isoforma 165 humano (Hu-VEGF-165).

Evaluar la inhibicién de Hu-VEGF-165 mediante el anticuerpo de cadena sencilla.

Generar un adenovirus recombinante con un anticuerpo de cadena sencilla contra el

factor de crecimiento del endotelio vascular.

Determinar la transducibilidad adenoviral en lineas celulares de céancer de vejiga

murinas y humanas.

Determinar la transducibilidad adenoviral en cultivo primario de urotelio humano.

Determinar la transducibilidad adenoviral del tejido genito-urinario en modelos

murinos in vivo.



HIPOTESIS

Si se expresa en lineas celulares tumorigénicas secretoras de VEGF-165 un anticuerpo de
cadena sencilla con afinidad por VEGF-165 y con una secuencia de retencioén en reticulo
endoplasmico, entonces la interaccion intracelular de ambos inhibird la secrecion de VEGF-

165.



MATERIALES Y METODOS

Ensamblaje y caracterizacion funcional del anticuerpo intracelular de cadena sencilla

ENSAMBLAIJE: Se obtuvo ARN mensajero (ARNm) de un hibridoma que genera un

anticuerpo contra la isoforma 165 del VEGF humano (Hu-VEGF-165) donado por el Dr.

Yancey Gillespie del Departamento de Neurocirugia de la Universidad de Alabama en

Birmingham. Para la reaccion de transcripcion reversa se utilizo un microgramo de ARNm, y

se realiz6 mediante un estuche comercial de RT-PCR siguiendo las indicaciones de la casa

comercial (Applied Biosystems, Branchburg NJ). Se amplificaron las regiones variables de las

cadenas pesadas y ligeras mediante el estuche comercial “Mouse ScFv Module/Recombinant

Phage Antibody System” (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) de acuerdo con las

indicaciones del fabricante. (Esquema I)
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AFINIDAD POR VEGF-165 Y EXPRESION EN CELULAS PROCARIONTAS: Una vez
amplificadas las cadenas VH y V1, se unieron al eslabon (Gly, Ser), mediante PCR. Una vez
ensamblado, el anticuerpo se clon6 en el plasmido pCANTAB 5, se transformaron bacterias
HB2151 y se realiz6 el ensayo de levantado de colonias con el objeto de detectar colonias que

expresaban scFvs con la capacidad de interactuar con VEGF-165. (Esquema II)
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Esquema Il. Ensayo de levantado de colonias. Una vez ensamblado, el anticuerpo de
cadena sencilla fue clonado al fagémido pCANTAB y se realiz6 el ensayo de levantado de
colonias para determinar las clonas que generan scFvs funcionales con afinidad por Hu-
VEGF-165. El ensayo consistié en levantar las colonias sembradas en agar mediante una
membrana saturada con Hu-VEGF-165, las colonias son inducidas a expresar el scFv
mediante IPTG. Posteriormente se retiran las colonias de la membrana y esta es expuesta al
Ab anti-myc marcado con HRP. Las colonias positivas son visualizadas en la membrana por
la reaccién de coloracion de HRP. El plato con las colonias originales es mantenido en
incubacion a 37°C con el objeto de que las colonias originales vuelvan a crecer en su sitio
original.

Se seleccionaron 20 colonias y se prepararon lisados para evaluar la afinidad por Hu-

VEGF-165 mediante el ensayo de ELISA. Se documentd su expresion y correcto peso



molecular mediante el ensayo de western blot. Con la finalidad de demostrar los puntos
anteriores, se fabrico6 una placa de 96 pozos (Amersham, Piscataway, NJ) con VEGF
recombinante humano isoforma 165 (Invitrogen, Carlsbad, CA), a ésta se le adiciono el
extracto celular en una solucion de alblimina al 1% como bloqueador y se dej6 incubar por
toda la noche a 4°C. Posteriormente, se agregd un anticuerpo contra la etiqueta Myc
(Invitrogen, Carlsbad, CA), marcado con peroxidasa de rabano (HRP) a una dilucion 1:50.
Paralelamente, se realizd un ensayo de western blot en las 20 colonias con el objeto de

documentar su presencia y un peso molecular de 31 kDa. (Esquema III)
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EXPRESION DEL ANTICUERPO DE CADENCA SENCILLA (scFv) EN CELULAS
EUCARIONTAS Y EFECTO INHIBIDOR SOBRE VEGF: Para determinar el efecto
inhibidor del scFv sobre Hu-VEGF-165 en células eucariontas se subclon6 al plasmido pSec-
Tag-CANTAB-Friendly. KDEL cortando el inserto de 750 pbs con las enzimas Sfi-I y Not-1 y
se ligd con los sitios correspondientes del plasmido pSec-Tag-CANTAB-Friendly. KDEL con
lo que se gener6 el plasmido pSec-Tag-CANTAB-Friendly. KDEL.Hu-VEGF-165.scFv.

(Figura 17)

El plasmido pSec-Tag-CANTAB-Friendly. KDEL fue ensamblado en el Centro de
Terapia Génica de la Universidad de Alabama en Birmingham con el objeto de generar un
plasmido universal para el armado y caracterizacion de scFvs en marco de lectura compatible
con el sistema “Mouse ScFv Module/Recombinant Phage Antibody System” de Amersham
Biosciences. Se selecciono el plasmido pSec-Tag debido a que la proteina en estudio es
dirigida a la via de secrecion por el péptido sefial (IgK) en el extremo amino. Lo anterior sitia
en el reticulo endoplasmico a VEGF y al scFv, propiciando su interaccion. La secuencia HISe
del plasmido pSec-Tag se sustituyd por el polipéptido KDEL con funcién de retencion en el
reticulo endoplasmico. La expresion del scFv en células eucariontas se corroboré mediante la
técnica de western blot. Brevemente, 24 h previas a la lipofeccion, se sembraron 2x10° células
T24 de céancer de vejiga/pozo en platos de 6 pozos. El dia de la lipofeccion se preparod el
complejo lipofectamina/ADN de acuerdo con las indicaciones del fabricante. Posteriormente,
se retird el medio de cultivo y se agregd medio OPTIMEM sin suero fetal bovino,
posteriormente, se agregd el complejo lipofectamina/pldsmido y se incub6 durante 3 h en
condiciones convencionales de cultivo. Posteriormente, se agregé medio de cultivo completo y

se dejo incubar 72 h. Transcurrido ese plazo, las células se sometieron a western blot



utilizando el anticuerpo marcado con HRP anti-myc (Invitrogen, Carlsbad, CA). El plasmido
fue transfectado mediante lipofeccion a un panel de células neoplasicas (A673
(rabdomiosarcoma), D54 (glioblastoma), HelLa (cervico-uterino), EJ/T24 (vejiga), U251
(glioma) y WiTT (sarcoma), para determinar el efecto inhibitorio del scFv sobre Hu-VEGF-
165. Como grupos controles, se estudiaron células transfectadas con plasmido irrelevante
(pcDNA3) y no transfectadas (mock). Pasadas 72 h de la transfeccidon génica, se recolectaron
los sobrenadantes y se determind la concentracion del factor de crecimiento del endotelio
vascular 165 en el medio de cultivo mediante el ensayo de ELISA (R&D Systems,

Minneapolis, MN).

Generacion de Adenovirus recombinante

Tras la caracterizacion del scFv contra Hu-VEGF-165, se procedi6 a generar adenovirus
recombinantes que codifican para dicha molécula. Para este fin, se subclon6 mediante PCR el
fragmento correspondiente al scFv al plasmido denominado pENTR. Posteriormente, éste fue
subclonado al plasmido pAd/CMV/V5DEST. Una vez confirmada la presencia del inserto
mediante PCR, el plasmido fue linearizado con la enzima Pac I y se transfectaron, mediante
lipofectamina, células 293. Cuatro semanas posteriores a la lipofeccion se observo la
formacion de placas de lisis indicativas de la generacion de adenovirus. Se recolectd el lisado

total del cultivo y se sometio a PCR para evaluar la presencia del scFv.

Una vez que se confirmé la incorporacién del scFv en el genoma adenoviral, se
transdujeron células HeLa con el lisado crudo y se confirmé la expresion del scFv mediante

western blot (resultados no mostrados).



Transduccion in vitro de lineas celulares humanas, de ratén y de tejidos primarios de

humano y de ratén

Para la caracterizacion de las propiedades troficas del adenovirus recombinante se utilizaron
las lineas celulares humanas de cancer de vejiga HT1197, HT1376 y T24 de la coleccion de
tejido americana (ATCC-American Tissue Culture Collection, Manassas, VA). Las células se
cultivaron en condiciones estdndar de cultivo celular en DMEM/F12 suplementadas con 10%
de suero fetal bovino, 2 mmol/L de glutamina, 100 U/mL de penicilina y estreptomicina y se
conservaron en incubadoras de CO, al 5% a 37C°. La linea celular de cancer de vejiga de raton
MBT-2 fue obtenida del Dr. Eli Gilboa de la Universidad Duke. La linea MBT-2 fue crecida
en medio RPMI-1640, y se suplementd con 10% de suero fetal bovino, 2 mM L-glutamina, 1X

de penicilina-estreptomicina y 0.25 g/mL de amphotericina B.

Para los experimentos de transduccion de tejido primario humano, se utilizaron los
cultivos de tejido genitourinario primario humano previamente establecidos en el Centro de
Terapia Génica de la Universidad de Alabama en Birmingham. Los experimentos con tejido
primario de ratén se realizaron con tejido normal de vejiga obtenido de ratones BALB/C (n =

3).

El tejido urotelial primario de raton fue obtenido de la siguiente manera: se realizod
dislocacion cervical bajo anestesia general utilizando ketamina/xylazina 10 mg/1.5 mg/100 g.
Posteriormente, se hizo una incision en la linea media en la regién supra pubica utilizando
tijeras estériles y exponiendo los o6rganos abdominales. La vejiga se identifico y se extirpd
quirargicamente. Las vejigas se colocaron en un plato petri estéril con PBS y fueron rebanadas

en fragmentos de aproximadamente un milimetro. Se adicion6 coladgena tipo I de cola de rata 'y



solucion de Ham suplementado con 1 uM/mL de transferrina 10 uM/mL de insulina, 1 pM
/mL de cortisona, 0.1 mM de aminoacidos no esenciales, 2 mM de L-glutamina, 2.7 mg/mL de
dextrosa, 0.5 mM de etanolamina, 0.5 pM de selenio, 1x de penicilina-estreptomicina y 1% de
suero fetal bovino. El medio fue cambiado cada 48 h y se mantuvieron en estas condiciones

siete dias antes de iniciar con los experimentos.

La transduccion in vitro de la lineas celulares se llevo a cabo de la siguiente manera; 24
h previas a la transduccion se plaquearon por triplicado 1x10° células/pozo en platos de 6
pozos. El dia de la transduccion se extrajo el medio de cultivo, se agregé 1 mL de medio de
cultivo correspondiente con 2% de suero fetal bovino, se administraron 1x10* particulas
virales/célula suspendidas en un volumen de 100 UL y se incubaron 2 h en las mismas
condiciones. Posteriormente se agregaron 2 mL de medio de cultivo correspondiente
suplementado con 10% de suero fetal bovino y se mantuvieron estas condiciones hasta la
determinacion de actividad de luciferasa. Para la cuantificacion de luciferasa, las células se
lisaron en solucion de lisis (Promega, Madison, WI), se cuantificaron las proteinas mediante la
técnica de Bradford y se determind la actividad de luciferasa con 5 pg de proteina con el

luminémetro Turner Designs DT-20/20 (Turner Designs Sunnyvale, CA).
Transduccion de tejido GU in vivo

Los animales se mantuvieron en ciclos de 12 h dia/noche, con una dieta basada en comida para
roedores (Nutrition International., Brentwood, MO) y agua ad libitum. La transduccion in vivo
de tejido genito-urinario (GU) en ratén se llevéd a cabo mediante la canulacion intravesical y la
infusion de adenovirus recombinantes bajo anestesia general inducida por inyeccidon intra

peritoneal de 10 mg + 1.5 mg/100 g de ketamina/xylazina. La cateterizacion vesical se realizo



utilizando un angiocath de teflon sin la guia de metal (24 GA/3/4 IN) (Becton, Dickinson,
Sandy, Utah). Se infundi6 el grupo control (n = 3) con 150 uL. de medio de preservacion viral
(1 mM Tris, pH 8.0, 5 mM NaCl, 5% de albumina bovina). Al grupo en estudio se le
infundieron 1x10'" particulas formadoras de placas de Ad.CMV.Luc en un volumen total de
150 uL de PBS. El cateter se mantuvo dentro de la vejiga 5 min después de la infusion de las
soluciones correspondientes. Después de 24 h de la infusion adenoviral, se sacrificaron los
ratones en una camara de CO, y posteriormente se extrajeron las vejigas. Las vejigas fueron
lisadas con el buffer de lisis del estuche comercial (Promega, Madison, WI), se cuantificaron
las proteinas de cada una de las vejigas mediante la técnica de Bradford y se determiné la
actividad de luciferasa con 5 pg de proteina con el luminometro Turner Designs DT-20/20
(Turner Designs Sunnyvale, CA). La transduccién in vivo de tejido GU en rata se llevo a cabo
mediante la canulacion intravesical y la infusion de adenovirus recombinantes bajo anestesia
general inducida mediante la inyeccion intra peritoneal de 10 mg + 1.5 mg/100 g de
ketamina/xylazina. La cateterizacién vesical se realizo utilizando un angiocath previamente
descrito. El grupo control (n = 3) fue infundido con 500 pL de medio de preservacion viral. El
grupo en estudio fue infundido con 1x10'° particulas formadoras de placas de Ad.CMV.BGal
en un volumen total de 500 uLL de PBS. El cateter se mantuvo dentro de la vejiga durante 60
min después de la infusion de las soluciones correspondientes. Las ratas fueron sacrificadas 48
h después de la infusion adenoviral y se extrajeron las vejigas. Posteriormente, se realizo el
ensayo de X-gal para observar la expresion del gen reportero. Brevemente, las vejigas
transducidas con Ad.CMV.BGal fueron rebanadas con una hoja de bisturi, se fijaron con

formalina y se enjuagaron en PBS. Después se incubaron durante 24 h a 37°C en solucion de



X-gal (10% DMF, 1.2 mM MgCl,, 3 mM K3FeCN y 3 mM de K4FeCN) en PBS. El tejido fue

posteriormente tefiiddo con hematoxilina y eosina para observar la morfologia celular.

Adenovirus recombinantes

Los adenovirus recombinantes con luciferasa (rAd-CMV-Luc) y con proteina verde
fluorescente (GFP = Green Fluorescent Protein) (rAd-CMV-GFP) carecen de la region
E1A/B y son incompetentes para replicarse. Fueron un obsequio del Dr. Robert Gerard de la
Universidad de Texas Southwestern. El ntimero de particulas virales infectivas fue

determinado mediante ensayo de placa previamente descrito [219, 220].

Modelo intra arterial de terapia génica del cancer

Para la caracterizacion del modelo de terapia génica con acceso tumoral por via arterial se
utilizaron ratas macho atimicas homozigotas con un peso de 100-110 g obtenidas de Harlan
Sprague Dawley Inc (Indianapolis, IN). Todos los animales se mantuvieron con ciclos de 12 h
dia/noche, con una dieta basada en comida para roedores (Nutrition International., Brentwood,

MO) y agua ad libitum.

Inoculacion tumoral en el musculo de cremaster

La inoculacién de la linea celular en el cremaster de las ratas se realizo bajo anestesia general
inducida con una inyeccion de pentobarbital de sodio (50 mg/kg) (Abbott Laboratories,
Chicago, IL). Se limpio el area quirargica con iodo y se realizo una incision diagonal en la

region inguinal siguiendo el trayecto del ligamento inguinal.



Después, el musculo cremaster derecho fue cuidadosamente disecado del escroto. Una
vez disecado el cremaster, el testiculo y el cordon espermatico fueron liberados del interior del
musculo a través de una incision horizontal en la superficie anterior del tercio superior a nivel
del anillo inguinal del cremaster y fueron guiados al interior de la cavidad abdominal. El tubo

muscular se dejé invertido para la inoculacion de las células tumorales.

Bajo observacion microscopica (microscopio de diseccion Zeiss S3 OPMI Carl Zeiss,
Gottingen Germany) se inocularon 5x10% células T24 resuspendidas en 50 puL de PBS
mediante una jeringa de insulina (Becton & Dickinson Corp. Franklin, NJ). Se realizaron dos
inoculaciones intramusculares de células tumorales, una a cada lado de las arterias y venas
centrales del pediculo muscular. Una vez hecha a la inoculacion, se regresé el tubo muscular a
su posicion anatdmica normal dentro de la bolsa escrotal. La piel fue suturada con Vicryl de
cinco ceros (Ethicon Inc. Somerville, NJ) y los animales fueron tratados con antibioticos

(5,000 IU/kg de penicilina G) y con analgésicos (acetaminofen 110 mg/kg/PO).

Para realizar la curva de crecimiento se sacrificaron animales con una sobredosis de
pentobarbital intraperitoneal a los dias 10, 20 y 30 posteriores a la implantacion. Se colectaron
los tumores, se midieron y se tomaron fotografias representativas. Posteriormente, se fijaron
en formol para incluirlos en parafina. Se hicieron cortes de 3 pum y se tifieron con

hematoxilina-eosina para evaluacion histopatolégica.
Inoculacion intra-arterial de adenovirus recombinantes

La infusion intra-arterial de los vectores virales se realizé diez dias después de la inoculacion
tumoral previamente descrita. Bajo condiciones de anestesia, las suturas de la anterior cirugia

se removieron y el musculo cremaster se disec6 y liber6 de la bolsa escrotal. El cremaster y
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la arteria pudo-epigastrica fueron disecados hasta su origen en los vasos iliacos. La arteria
iliaca externa y la arteria femoral proximal fueron pinzadas con pinzas microquirurgicas para
aneurisma (Accurate Surgical & Scientific Instruments Corp., Westbury, NY). El pediculo
muscular se purgé con 200 pL de solucion de PBS, mediante una jeringa de insulina.
Posteriormente, se infundié 1x10° de particulas formadoras de placas en un volumen total de

200 pL.
Microscopia confocal

Las masas tumorales que se crecieron en el cremaster se transdujeron via intra-arterial
utilizando el procedimiento anteriormente descrito. Se utilizaron 1x10° pfus de Ad.CMV.GFP
con un tiempo de pinzamiento de 1 h. Después de un periodo de 72 h a partir de la
transduccion adenoviral, las ratas fueron anestesiadas nuevamente con pentobarbital de sodio
y se disecaron tanto el cremaster como los vasos iliacos y femorales. Con una jeringa de
insulina se infundieron 200 puL de microesferas con rojo Texas en solucion, para marcar la
vasculatura tanto del musculo como la del tumor. Hecho esto, se disecd el cremaster y se
extirpd desde su origen. El tejido se fijé en una solucioén de formalina peso:volumen durante 1
h y fue montado en portaobjetos silanizados. Finalmente, se recolectaron imagenes de los
tumores en microscopia en luz visible y en microscopia de fluorescencia confocal (Leica TCS-

NT Microsystems AG, Germany).
Curva dosimétrica adenoviral

Para realizar este experimento se utilizo6 Ad.CMV.Luc. Los animales fueron divididos en tres
. e, . . . 8
grupos e inoculados como se describié anteriormente con una dosis adenoviral de 1x10° (n =

8), 1x10° n=8)y 1x10" (n = 8) particulas formadoras de placas. A las 72 h horas de la
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infusion adenoviral se sacrifico con una sobredosis de pentobarbital. Los tumores fueron
recolectados y se lisaron con el buffer de lisis del estuche comercial (Promega, Madison, WI)
para obtener la proteina total. Se cuantificaron las proteinas de cada una de los tumores
mediante la técnica de Bradford. Posteriormente, se determind la actividad de luciferasa con 5
nug de proteina con el lumindémetro Turner Designs DT-20/20 (Turner Designs, Sunnyvale,
CA). Los controles negativos consistieron en animales que fueron inoculados con PBS y en

aquéllos operados pero sin inoculacion.

Efecto del tiempo de incubacion adenoviral sobre la transduccion tumoral

Para realizar este experimento se utilizo6 AACMV-Luc. Los animales fueron divididos en tres
grupos: en el Grupo 1 (n = 8) el pinzamiento de la arteria se mantuvo por 5 min; en el Grupo 2
(n=8) el pinzamiento fue de 30 min, y en el Grupo 3 (n = 8) fue de 1 h. Transcurridos dichos
tiempos, se libero el flujo para restablecer la circulacion arterial y se prosiguio con la cirugia
ya mencionada. Transcurridas 72 h de la cirugia, se sacrifico a los animales con una
sobredosis de pentobarbital; se recolectaron los tumores y se lisaron con una solucion
amortiguadora de lisis del estuche comercial (Promega) para obtener la proteina total. Después
se cuantificaron las proteinas de cada una de las ratas mediante la técnica de Bradford y se
determino la actividad de luciferasa con 5 pg de proteina con el luminoémetro Turner Designs
DT-20/20 (Turner Designs Sunnyvale, CA). Los controles negativos consistieron en

animales inoculados con PBS y en los operados pero sin inoculacion.
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RESULTADOS

ENSAMBLAJE, CARACTERIZACION Y EFECTO MODULADOR DE UN
ANTICUERPO INTRACELULAR DE CADENA SENCILLA DIRIGIDO AL FACTOR DE
CRECIMIENTO DEL ENDOTELIO VASCULAR HUMANO ISOFORMA 165 (Hu-VEGF-

165)

Se ha establecido que el crecimiento tumoral es angiodependiente. El proceso angiogénico
implica la pérdida del equilibrio local entre factores pro-angiogénicos y factores anti-
angiogénicos. La pérdida del balance local depende, en gran medida, de la secrecién excesiva

de factores pro-angiogénicos por parte de la masa tumoral.

Hasta la fecha, las evidencias tanto experimentales como clinicas indican que los
VEGFs son centrales en la iniciacién y mantenimiento de la respuesta angiogénica. Por lo
anterior, nos propusimos construir un anticuerpo de cadena sencilla que al ser expresado
intracelularmente interactuara con el factor de crecimiento del endotelio vascular humano
isoforma 165 (Hu-VEGF-165) e inhibiera su secrecion. Con este fin, se obtuvo ARNm de un
hibridoma que secreta un anticuerpo monoclonal que reconoce la version dimérica
biofuncional del Hu-VEGF-165 y se gener6 una biblioteca de cADN mediante RT.
Posteriormente, se amplificaron las regiones variables de las cadenas pesadas (Vy) y ligeras

(VL) del anticuerpo y se unieron al eslabon (Glys Ser); mediante PCR.

Una vez ensamblado, el anticuerpo de cadena sencilla se clond dentro del plasmido
pCANTAB vy se realiz6 el ensayo de levantamiento de placa para determinar las clonas que

generan scFvs funcionales con afinidad por Hu-VEGF-165. Se cosecharon 20 colonias y



mediante el ensayo de ELISA y de western blot se determiné que la clona 11 present6 afinidad

por Hu-VEGF-165 y expreso el peso correcto del anticuerpo de cadena sencilla (scFv). (Figura

16).
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Figura 16. Caracterizacion de un anticuerpo intracelular de cadena sencilla dirigido al factor
vascular de crecimiento endotelial humano isoforma 165 (Hu-VEGF-165). A) clonacion de la
biblioteca de scFv’'s en el plasmido pCANTAB, el plasmido fue digerido con las enzimas de
restriccién Sfi | y Not | las cuales liberan el scFv de 700 pbs. B) Ensayo de afinidad por VEGF en
platos de ELISA cubiertos de VEGF, clonas enumeradas del 1 — 11 fueron obtenidas por medio del
ensayo del levantamiento de placa como se describe en materiales y métodos, las barras
representan la media + la desviacién estandar (n=3). C) Ensayo de western blot, la clona 11 expresa
el anticuerpo intracelular con mayor eficiencia y concuerda con afinidad por Hu-VEGF-165.

El fragmento correspondiente al scFv de la clona 11 fue subclonado dentro del
plasmido pSec-Tag-CANTAB-Friendly. KDEL con lo cual se gener6 el plasmido pSec-Tag-
CANTAB-Friendly.KDEL.Hu-VEGF-165.scFv, el cual permite evaluar la accion del
anticuerpo de candena sencilla en células eucariontas. Se seleccion6 el plasmido pSec-Tag ya
que la proteina de interés es dirigida a la via de secrecion por el péptido senal “IgK” en el
extremo amino. Lo anterior propicia la interaccion entre VEGF y el scFv porque los sitia en el

mismo compartimiento intracelular (reticulo endopldsmico). Adicionalmente, la secuencia



HIS¢ del plasmido pSec-Tag se substituyo por el polipéptido KDEL con funcion de retencion

en el reticulo endoplasmico (Figural7).
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Figura 17. Estructura molecular y peptidica del scFv inhibidor de la secrecion de Hu-
VEGF-165. A) El fragmento correspondiente al scFv de la clona 11 fue subclonado dentro del
plasmido pSec-Tag-CANTAB-Friendly.KDEL generandose el plasmido pSec-Tag-CANTAB-
Friendly.KDEL.Hu-VEGF-165.scFv el cual permite evaluar la accién del anticuerpo de cadena
sencilla en células eucariontes. B) La estructura funcional esta constituida por un péptido senal

de secrecién en el

extremo amino seguido del scFv, un epitope de myc y un péptido de

retencién en reticulo endoplasmico (KDEL). C) Al ser transfectado, el scFv es expresado y

enviado a la via de secrecion mediante el péptido sedal,

lo cual sitta en el mismo

compartimiento intracelular a VEGF y al scFv propiciando su interaccion. El péptido de retencion
KDEL ancla intracelularmente al complejo scFv---Hu-VEGF-165 inhibiendo su secrecion.



El plasmido pSec-Tag-CANTAB-Friendly. KDEL.Hu-VEGF-165.scFv se lipofectd en
células T-24 de cancer de vejiga con el propdsito de corroborar su expresion y correcto peso
molecular. A las 72 h después de la lipofeccion se realiz6 el ensayo de western blot. Como se
observa en la figura 18, el scFv es expresado en células eucariontes y tiene el peso molecular

correcto de 47 kDa de acuerdo con un marcador de peso molecular convencional.

Control scFv
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Figura 18. Expresion del scFv en la linea de cancer de vejiga humana T-24 . La
expresién del Hu-VEGF-165.scFv en células eucariontas se corroboré mediante la técnica
de western blot. Veinticuatro horas previas a la lipofeccién, se sembraron 2x10° células T-
24 de cancer de vejiga/pozo en platos de 6 pozos. Se prepard el complejo
lipofectamina/DNA de acuerdo a las indicaciones del proveedor. Setenta y dos horas
posteriores a la lipofeccién las células se sometieron al ensayo de western blot utilizando
el anticuerpo anti-myc marcado con la enzima HRP. El grupo control consta de células T-
24 no transfectadas.

Para determinar el efecto inhibitorio del scFv sobre la secrecion Hu-VEGF-165, el
plasmido fue transfectado a un panel de células neoplasicas (A673 (rabdomiosarcoma), D54
(glioblastoma), HeLa (cervico-uterino), T24 (vejiga), U251 (glioma) y WiTT (sarcoma). A las
72 h posteriores a la lipofeccion, con el ensayo de ELISA, se cuantifico la cantidad de Hu-
VEGF-165 en el medio condicionado. Como grupos de control se estudiaron células
transfectadas con un plasmido irrelevante (pcDNA3), y no transfectadas (mock). Como se
aprecia en la figura 19, se observé una reduccion en los niveles de secrecion de Hu-VEGF-165

en las lineas estudiadas con excepcion de la linea A673 de rabdomiosarcoma (Figura 19).
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Figura 19. El scFv inhibe la secrecién de VEGF-165 humano en un panel de células
neoplasicas. El plasmido pSec-Tag-CANTAB-Friendly.KDEL.Hu-VEGF-165.scFv fue
lipofectado a un panel de células neoplasicas (A673 (rabdomiosarcoma), D54
(glioblastoma), HelLa (cervico-uterino), EJ/T24 (vejiga), U251 (glioma) y WIiTT (sarcoma).
Utilizando un ensayo de ELISA se determiné la cantidad de Hu-VEGF-165 en el medio
condicionado. Como grupos control se estudiaron células transfectadas con un plasmido
irrelevante (pcDNA3) y células no transfectadas (mock). Las barras representan la media
+ la desviacion estandar (n = 3).

Una vez armado y caracterizado el scFv contra Hu-VEGF-165, se procedio a generar
un adenovirus recombinante codificante para dicha molécula. Para este fin, mediante PCR se
clond el fragmento correspondiente al scFv al plasmido denominado pENTR, (Figura 20),
posteriormente, ¢éste fue subclonado dentro del plasmido pAd/CMV/VSDEST generando el

plasmido pAd/CMV/V5DEST.Hu-VEGF-165-scFv (Figura 21).
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Figura 20. Generacion de un adenovirus recombinante codificante para el Hu-
VEGF-165.scFv. A) Una vez armado y caracterizado el scFv contra Hu-VEGF-165 se
generd un adenovirus recombinante codificante para dicha molécula. Mediante PCR
se clond el fragmento correspondiente al scFv al plasmido denominado pENTR. B) La
presenciadel scFv en el plasmido pENTR fue corroborado mediante PCR.
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Figura 21. Generacion de un adenovirus recombinante codificante para el Hu-
VEGF-165.scFv. A) Una vez que el fragmento correspondiente al scFv fue clonado al
plasmido pENTR, este fue subclonado al plasmido pAd/CMV/V5DEST. B) La presencia
del scFv en el pldsmido pAd/CMV/V5DEST fue corroborado mediante PCR.



Tras confirmar la presencia del inserto mediante PCR, se linearizo el plasmido con la
enzima Pac I y se lipofectaron células 293. Cuatro semanas después de la lipofeccion se
observo la formacion de placas indicativas de la generacion de adenovirus. Se recolecto el
lisado total de dicho cultivo y se sometio a PCR para evaluar la presencia del scFv. Como se
observa en la figura 22, la reaccion de PCR indica la presencia del scFv en el genoma del

adenovirus recombinante.
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Figura 22. Generacion de un adenovirus recombinante codificante para el Hu-
VEGF-165.scFv. Una vez confirmada la presencia del inserto mediante PCR el
plasmido fue linearizado con la enzima Pac | y se lipofectdé a células 293 (A). Cuatro
semanas posteriores a la lipofeccién se observé la formacion de placas indicativas de la
generacion de adenovirus. Se recolecté el lisado total y se sometié a PCR para evaluar
la presencia del scFv (B).



Una vez generado el adenovirus recombinante codificante para el scFv anti Hu-VEGF-
165, se considerd que para que este logre un efecto anti-angiogénico y anti-tumoral efectivo se
requeriria de una transduccion tumoral eficiente. Por lo anterior, se procedio a estudiar los
perfiles de transduccion adenoviral en diversas lineas tumorales y primarias provenientes del
epitelio de vejiga in vitro e in vivo. Adicionalmente, se estudiaron los perfiles de transduccion

adenoviral en un nuevo modelo de transduccidon tumoral via intra—arterial.



TRANSDUCIBILIDAD ADENOVIRAL AL UROTELIO HUMANO Y MURINO

El éxito terapéutico de las metodologias de transgénesis depende y dependera de la entrega
eficiente del gen terapéutico al sitio del crecimiento tumoral. Para determinar el potencial
terapéutico del Hu-VEGF-165.scFv mediante adenovirus recombinantes se estudio la
transducibilidad adenoviral en tres lineas celulares de cancer de vejiga de procedencia
humana. Se utilizo la linea celular de carcinoma cérvico-uterino (HeLa) como control positivo,

ya que se ha establecido que esta linea celular es transducida eficientemente con
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Figura 23. Adenovirus recombinantes transducen eficientemente lineas celulares de urotelio
humano. Se estudid la transducibilidad adenoviral en tres lineas celulares de cancer de vejiga
humana con el objeto de determinar su potencial como transportadores del Hu-VEGF-scFv.
Veinticuatro horas previas a la transduccion adenoviral con el Adenovirus recombinante codificante
para el gen reportero de luciferasa (Ad.CMV.Luc), las células HT1197, HT1376 y T-24 fueron
sembradas por triplicado (MOl de 1x105 células/pozo) en platos de 6 pozos. Se utiliz6 la linea
celular de cancer cervico uterino “HelLa” como control positivo. El dia de la transduccién se extrajo
el medio de cultivo, se agregd 1 mL de medio de cultivo con 2 % de suero fetal bovino. Se
administraron 1x10* particulas virales infectivas/célula y se incubaron 2 h. Posteriormente se
agregaron 2 mL de medio de cultivo con 10% de suero fetal bovino y se mantuvieron en estas
condiciones hasta la determinacion de actividad de luciferasa 48 h posteriores a la transduccion
adenoviral. El grupo control consté de células tratadas con medio de preservacion viral (MPV). Las
barras representan la media + la desviacién estandar (n = 3). RLUs = “Relative Light Units’
unidades relativas de luz. MOI= “Multiplicity of Infection” Multiplicidad de la infeccion: relacién entre
la cantidad de particulas infectivas virales y la cantidad de blanco infectivo, en este caso células.
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adenovirus recombinantes. Como se observa en la figura 23, las lineas celulares humanas
HT1197, HT1376 y T24 mostraron niveles de actividad de luciferasa similares a los

expresados por la linea celular HeLa.
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Figura 24. Patron temporal de expresion génica en la linea celular de cancer de
vejiga humana T-24. La linea celular humana de cancer de vejiga T-24 fue transducida
con 1x10* particulas virales infectivas/célula de Ad.CMV.Luc. La actividad de dicha
enzima se cuantificé a los dias 1, 2, 3, 5y 7 posteriores a la transduccién. Los puntos
graficados representan la media + la desviacion estandar (n = 3). RLUs = “Relative Light
Units” unidades relativas de luz.

Una vez establecido que los adenovirus recombinantes transducen eficientemente
lineas celulares de cancer de vejiga humana, se determind el patron temporal de expresion del
gen reportero luciferasa (Figura 24). En dicho experimento, la linea celuar T-24 se transdujo
con el adenovirus recombinante codificante para la enzima luciferasa y se cuantificd la
actividad de dicha enzima en el primero, segundo, tercero, quinto y séptimo dias después de la
transduccion. Los resultados demuestran que la enzima reportera mostré una actividad
maxima a las 24 h post transduccidn, y disminuy6 en los dias subsecuentes, observandose

actividad enzimatica aun al séptimo dia post transduccion adenoviral. (Figura 24)
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Una vez establecida la capacidad adenoviral de transducir lineas celulares de cancer de
vejiga humana se prosiguid a la demostracion de esta capacidad de transduccion en tejido
urotelial primario humano no neoplésico. Para conseguir este objetivo, se obtuvieron muestras
quirurgicas de vejiga humana no maligna y se transdujeron con el adenovirus codificante para
luciferasa. Los resultados presentados en la figura 25 indican que el urotelio humano no

transformado es susceptible de transduccion mediada por adenovirus recombinantes.
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Figura 25. Adenovirus recombinantes transducen eficientemente tejido
genitu-urinario humano primario no neoplasico. Adicionalmente se estudid
la transducibilidad adenoviral en tejido urotelial primario humano no neoplasico.
Se obtuvieron muestras quirdrgicas de vejiga humana no maligna y se
cultivaron como se describe en materiales y métodos. Se transdujeron con
1x10%/célula de Ad.CMV.Luc. El grupo control consistidé de células tratadas con
medio de preservacion viral (MPV). Las barras representan la media + la

desviacion estandar (n = 3). RLUs = “Relative Light Units” unidades relativas de
luz.
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Una vez determinado que los adenovirus recombinantes pueden ser de utilidad como
vectores acarreadores de genes terapéuticos en el tratamiento de cancer de vejiga,
consideramos los diferentes modelos animales donde podrian experimentarse dichas
propuestas de terapia génica y se seleccion6 a la linea celular de cancer de vejiga de raton
MBT-2 para estudios de transducibilidad adenoviral in vitro. Los resultados presentados en la

figura 26 sugieren que la linea MBT-2 puede ser transducida por adenovirus recombinantes.
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Figura 26. Adenovirus recombinantes transducen eficientemente la linea celular
de cancer de vejiga de raton MBT-2. Con el objeto de estudiar diversas estrategias de
terapia génica anti-neoplasica en modelos en raton de cancer de vejiga se selecciond la
linea celular de cancer de vejiga (MBT-2). 2x10° células MBT-2 se transdujeron con
1x10%/célula de Ad.CMV.Luc. El ensayo de luciferasa se realizd 48 h posteriores a la
transducciéon adenoviral. El grupo control consistié6 de células tratadas con medio de
preservacién viral (MPV). Las barras representan la media + la desviacion estandar (n =
3). RLUs = “Relative Light Units” unidades relativas de luz.
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Posteriormente, se determino el patrén temporal de expresion génica en la linea celular
MBT-2. Los resultados presentados en la figura 27 muestran un patron de expresion génica
similar a la linea celular humana, se observdé una méxima expresion a las 72 h post-

tansduccion y un decremento progresivo a lo largo de los dias subsecuentes.
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Figura 27. Patron temporal de expresion génica en la linea de cancer de
vejiga de raton MBT-2. La linea celular de céncer de vejiga de ratén MBT-2 fue
transducida con 1x10* particulas infectivas/célula de Ad.CMV.Luc. La actividad de
luciferasa se cuantifico a los dias 1, 2, 3, 5y 7 post transduccién adenoviral. Las
puntos graficados representan la media + la desviacién estandar (n=3). RLUs =
“Relative Light Units” unidades relativas de luz.

Después, se estudio la posibilidad de transduccion adenoviral in vivo. Para este fin se
canuld vesicalmente a ratones Balb/C bajo anestesia general y se infundieron adenovirus
codificantes para el gen de la enzima luciferasa. Transcurridas 72 h de la infusién adenoviral
se recolectaron las vesiculas y se determin6d su actividad enzimatica. Los resultados
presentados en la figura 28 indican que el urotelio vesical es transducible por via transuretral
mediante adenovirus recombinantes. Hecho lo anterior, se estudi6 la posibilidad de

transduccion adenoviral in vivo en rata. Para este fin se canuld vesicalmente a ratas Sprague-
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Dawley bajo anestesia general y se infundieron adenovirus codificantes para el gen de la
enzima reportera [3-Galactocidasa; después de 72 h de la infusion adenoviral se recolectaron
las vejigas y se determind la presencia de actividad enzimatica mediante el ensayo de X-gal.
Los resultados presentados en la figura 28 indican que el urotelio vesical de rata es

transducible por via transuretral mediante adenovirus recombinantes.
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Figura 28. Adenovirus recombinantes transducen eficientemente urotelio murino in vivo.
A) Actividad de la enzima reportera luciferasa en tejido vesical transducido in vivo mediante
adenovirus recombinantes. La transduccidn in vivo de tejido genito urinario (GU) en raton se llevé
a cabo mediante la canulacién intravesical y la infusion de adenovirus recombinantes bajo
anestesia general. El grupo control (n = 3) fue infundido con 150 puL de medio de preservacion
viral (MPV). El grupo en estudio (n = 3) fue infundido con 1x10'% particulas formadoras de placas
de Ad.CMV.Luc en un volumen total de 150 pL de PBS. El cateter se mantuvo dentro de la vejiga
5 min después de la infusidn de las soluciones correspondientes. Veinticuatro horas posteriores a
la infusién adenoviral los ratones fueron sacrificados, se extrajeron las vejigas y se determind la
actividad de luciferasa. Las barras representan la media + la desviacion estandar (n = 3). B)
Actividad de la enzima reportera B-Galactocidasa en tejido vesical transducido mediante
adenovirus recombinantes in vivo. La transduccién in vivo se llevé a cabo como descrito
anteriormente. El grupo control (n = 3) fue infundido con 500 uL de medio de preservacion viral.
El grupo en estudio (n = 3) fue infundido con 1x10'° particulas formadoras de placas en un
volumen total de 500 uL de PBS de adenovirus codificante para la enzima reportera (-
Galactocidasa (Ad.CMV.3-Gal). El cateter se mantuvo dentro de la vejiga durante 60 min
después de la infusién de las soluciones correspondientes. Cuarenta y ocho horas posteriores a
la infusién adenoviral las ratas fueron sacrificadas, se extrajeron las vejigas y se realizo6 el ensayo
de X-Gal. El tejido fue posteriormente tefiido con hematoxilina y eosina para observar la
morfologia celular. Las flechas sefalan los sitios de expresion de la enzima reportera B-
Galactocidasa.
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Transduccion tumoral adenoviral por via intra arterial

La eficacia terapéutica de las estrategias de transgénesis depende de obtener perfiles elevados
de transduccion tumoral. Estudios de transduccion tumoral por via intra arterial en humanos y
en modelos animales han comprobado su viabilidad. Sin embargo, no existe un modelo que
permita la evaluacion sistematica de las variables que afectan la transduccion tumoral por esta

via.

En este sentido, el musculo cremaster de la rata se ha utilizado extensamente para el
estudio de la dinamica intra tumoral, las propiedades estructurales de los vasos sanguineos
tumorales y las propiedades de la microcirculacion en diversos estados fisiopatologicos [221,
222]. El musculo cremaster de la rata tiene, ademas, propiedades atractivas para el crecimiento
de masas tumorales y para el estudio sistematico de las variables que afectan la transduccion

adenoviral tumoral por via arterial.

Arteria
femoral

N\

Arteriay

vena
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Figura 29. Anatomia y propiedades del musculo cremaster de la rata. El musculo cremaster
de la rata es un sitio atractivo para el estudio de las variables que afectan la transduccion
tumoral por via intra-arterial. 1) Las arteria iliaca y la vena femoral son manipulables
microquirurgicamente. Esto hace posible el acceso intra-arterial al pediculo muscular y al sitio de
crecimiento tumoral y controlar los tiempos de flujo arterial y venoso mediante la aplicacién de
“clamps” microvasculares. 2) El misculo cremaster estd constituido por misculo esquelético
vascularizado éptimo para el implante y crecimiento de masas tumorales. 3) La forma tubular del
musculo cremaster permite el crecimiento de la masa tumoral en un entorno protegido,
manteniendo sin dafo la estructura tumoral y vascular para estudios subsecuentes.
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Primero, la anatomia vascular del musculo cremaster permite que las arterias iliaca y
femoral puedan ser manipuladas mediante técnicas de microcirugia convencionales, esto hace
viable el acceso intra arterial al parénquima muscular y al sitio de crecimiento tumoral, con lo

que se pueden controlar los tiempos de flujo arterial y venoso. (Figura 29)

Segundo, el musculo cremaster de la rata esta constituido por musculo esquelético
vascularizado, el cual es el substrato adecuado para el implante y crecimiento de masas

tumorales.

Tercero, el musculo cremaster de la rata tiene una forma tubular en donde la masa
tumoral crece en un entorno protegido, lo que protege la estructura tumoral y vascular al
disecarla quirargicamente. Esto es de relevancia para estudios posteriores si se desea

conservar la estructura del tumor sin dafios.

Cuarto, la neoangiogénesis que estimula el tumor se desarrolla en el contexto de la
vasculatura “normal”, lo cual posibilita documentar una toxicidad diferencial, en el caso de
estrategias donde se pretende dirigir la toxicidad solamente a los vasos sanguineos tumorales.
Por estas razones estudiamos el potencial del musculo cremaster de la rata como un nuevo
modelo de transgénesis terapéutica del cancer con el cual se tiene un acceso a la masa tumoral

por via intra arterial.
Crecimiento tumoral en el cremaster de ratas desnudas

Inicialmente se determiné la posibilidad de crecer tumores de células de cancer de
vejiga humana (T-24) implantadas en el musculo cremaster de ratas desnudas. Con este fin se

infiltraron 5x10* células T24 en el musculo y se analizo el crecimiento tumoral a los 10, 20 y
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30 dias posteriores a la infiltracion. Como se observa en la figura 30, se document6 el

desarrollo de masas tumorales con diametros superiores a los 5 mm en el transcurso de los

tiempos estudiados. Adicionalmente, se observd el desarrollo de vasos sanguineos

concéntricos que penetran la masa tumoral, asi como edema peritumoral. (Figura 31)

Figura 30. Cinética de crecimiento tumoral en el musculo cremaster de la rata desnuda.
Se determiné la cinética y propiedades macroscépicas del crecimiento de tumores de células
de cancer de vejiga humana (T-24) implantadas en el masculo cremaster de ratas desnudas.

Se infiltraron 5x10* células T-24 en el musculo y se documenté fotograficamente el
crecimiento tumoral a los 10, 20 y 30 dias posteriores a la infiltracion.

Figura 31. Desarrollo angiogénico en los tumores crecidos en el misculo cremaster de la
rata desnuda. 5x10* células de cancer de vejiga humana (T-24) fueron infiltradas en el
musculo cremaster de ratas desnudas. Diez dias posteriores a la inoculacion de las células
tumorales, las ratas fueron sacrificadas, se extrajeron los cremasteres y se montaron en
portaobjetos para su observacion a mayor magnificacién. Se aprecia el desarrollo de vasos
sanguineos concéntricos y edema peritumoral caracteristico de crecimiento tumoral. A)
Magnificacion 1X del cremaster con masas tumorales a cada lado de la arteria y vena
centrales, B) magnificacidén 2X del tumor izquierdo, C) magnificaciéon 2X del tumor derecho.
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Después de documentar el crecimiento de masas tumorales en el cremaster de ratas
desnudas, estudiamos la transducibilidad tumoral mediada por adenovirus recombinantes por
via intra arterial. Con este fin, las masas tumorales fueron transducidas durante 1 h por via
intra arterial con adenovirus recombinantes codificantes para la proteina verde fluorescente
(Ad.CMV.GFP). Al término de 72 h de la transduccion, se contratiid la vasculatura del
musculo cremaster, asi como la tumoral, mediante la infusion intra arterial de micro esferas
fluorescentes de “rojo de Texas” de 1 um de didmetro. Se recolectaron los tumores y se

observaron bajo microscopia de fluorescencia confocal.

Figura 32. Transduccion adenoviral
tumoral por via intra-arterial. Se observan
tumores de dos animales. 5x10* células de
cancer de vejiga humana (T-24) fueron
infiltradas en el musculo cremaster de ratas
desnudas. Diez dias posteriores a la
inoculaciéon celular las masas tumorales
fueron transducidas por via intra arterial con
Ad.CMV.GFP / 1x10°/ 200 uL. Setenta y
dos horas posteriores a la transduccién, se
contratind la vasculatura del musculo
cremaster asi como la tumoral mediante la
infusién intra-arterial de micro esferas
fluorescentes de “rojo de Texas”. Los
tumores se recolectaron y se observaron
bajo microscopia de fluorescencia confocal
y microscopia convencional. A) Micro-
fotografia con magnificacion 2X de una
masa tumoral, B) Fotografia de microscopia
de fluorescencia confocal con magnificacién
2X del mismo tumor. C) Microfotografia
con magnificacién 2X de masa tumoral de
una segunda rata, D) Fotografia de
microscopia de fluorescencia confocal con
magnificacion 2X del mismo tumor. En
ambos animales se observa la expresion
difusa de la proteina verde fluorescente en
la masa tumoral asi como el desarrollo de
angiogénesis concéntrica.
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Como puede observarse en la figura 32, se documento la transduccion diseminada de la

masa tumoral, ademas del desarrollo de neovasculatura tumoral concéntrica. Adicionalmente,

se observo la transduccion de musculo esquelético a lo largo del pediculo muscular (Figura

33).

Figura 33. Transduccién muscular por via intra-arterial. Adicionalmente a la
presencia de GFP en las masas tumorales se observé la transduccion difusa de
musculo esquelético a lo largo del pediculo. A) Microfotografia (10X) de musculo
esquelético transducido con Ad.CMV.GFP obtenida mediante epifluorescencia. B)
Microfotografia mediante fluoroscopia confocal (40X). C) Fibra muscular
transducida con Ad.CMV.GFP.
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Curva Dosimétrica Adenoviral

Una vez determinada la transducibilidad y la distribucion espacial intra-tumoral del gen
reportero GFP, se utiliz6 un adenovirus recombinante codificante para el gen reportero
luciferasa (Ad.CMV.Luc), con el fin de cuantificar la transduccion tumoral y su relacion con
la cantidad de adenovirus infundidos intra-arterialmente. Con este fin, por via intra arterial se
transdujeron las masas tumorales durante 1 h con Ad.CMV.Luc utilizando 1x10%, 1x10° 1x10"
particulas productoras de placas suspendidas en 200 uL. de PBS. Después de 72 h posteriores
de la transduccion, se recolectaron los tumores y se determiné la actividad enzimatica intra-
tumoral. Los resultados que se presentan en la figura 34 sugieren un incremento en la
actividad de la luciferasa intra-tumoral a medida que incrementa la dosis de adenovirus

administrada.
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Figura 34. Curva dosimétrica adenoviral. Con el objeto de cuantificar la
transduccion tumoral y su relacion con la cantidad de adenovirus infundidos intra-
arterialmente se utiliz6 el adenovirus recombinante codificante para el gen
reportero luciferasa (Ad.CMV.Luc). Las masas tumorales fueron transducidas
intra-arterialmente durante 1 h como se describe en “materiales y métodos”. Se
emplearon un total de 1x108, 1x10° 1x10'0 particulas formadoras de placas en un
volumen total de 200 pl. Setenta y dos horas posteriores a la transduccion, se
recolectaron los tumores y se determind la actividad enzimatica. Las barras
representan la media + la desviacion estandar (n = 8).
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Efecto del tiempo de incubacion sobre la transduccion tumoral mediada por adenovirus

recombinantes

Una particularidad del modelo que se describe es la capacidad de detener el flujo sanguineo al
pediculo muscular por el tiempo deseado, lo cual es posible pinzando los vasos sanguineos

arteriales y venosos (Figura 29).

En los experimentos iniciales, el flujo sanguineo al pediculo muscular se detuvo
durante 60 min con el proposito de propiciar la interaccion del adenovirus con los receptores
que determinan su transducibilidad en condiciones temporales Optimas. El tiempo de
incubacion empleado es el rutinario en experimentos en cultivo, dada la biologia previamente

descrita donde el tiempo 6ptimo de transduccion ha quedado definido (Figura 14).

Sin embargo, no existe hasta ahora un modelo in vivo que permita estudiar el efecto
que tiene el tiempo de incubacion adenoviral sobre la transducibilidad de la masa tumoral. Por
otra parte, en un escenario clinico, ademds del impacto que tiene el tiempo de interaccion
adenovirus-célula tumoral sobre los perfiles de transduccion tumoral, se requeriria de un
tiempo Optimo en el cual se lograra obtener una transduccion de la masa tumoral Optima sin
dafiar el 6rgano por hipoxia prolongada. Lo anterior es posible conseguirlo si se mantienen los
tiempos de bloqueo de flujo arterial al minimo posible. Con este fin, evaluamos los niveles de
transduccion adenoviral tumoral deteniendo el flujo arterial al musculo cremaster 60, 30 y 5
min. Se utiliz6 Ad.CMV.Luc como virus reportero y una dosis de 1x10' particulas
formadoras de placas. Al término de 72 h de la transduccidon tumoral adenoviral via intra
arterial los tumores se recolectaron y se evalud la actividad enzimatica. Los resultados que se

presentan en la figura 35 sugieren que un tiempo de incubacién intra-tumoral de 5 min
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Figura 35. Efecto del tiempo de incubacion sobre la transduccién tumoral mediada
por adenovirus recombinantes. Con el objeto de permitir la interaccién del adenovirus
con sus receptores celulares bajo condiciones temporales éptimas, en los experimentos
iniciales se detuvo el flujo sanguineo al pediculo muscular durante la infeccion adenoviral
por un lapso de 60 min. Dicho tiempo de incubacion es utilizado rutinariamente en
experimentos en cultivo dada la biologia previamente discutida. En el presente modelo, es
factible la aplicacion de “clamps” microquirdrgicos a la arteria y vena iliaca y detener el flujo
sanguineo al pediculo muscular por el tiempo deseado. Lo anterior nos permitié evaluar el
efecto que tiene el tiempo de interaccién adenovirus-célula tumoral sobre el perfil de
transduccion tumoral mediada por adenovirus recombinantes. Con este fin se evaluaron los
niveles de transduccion adenoviral tumoral deteniendo el flujo arterial al misculo cremaster
60 min, 30 min y 5 min. Se utilizé6 Ad.CMV.Luc como virus reportero y una dosis de 1x1010
particulas formadoras de placas en un volumen de 200 uL de PBS. Setenta y dos horas
posteriores a la transducciéon tumoral adenoviral por via intra-arterial se recolectaron los
tumores y se evalué la actividad enzimatica. Las barras representan la media + la
desviacién estandar (n = 8).

genera una transduccion del 21% en comparacion con el grupo de 60 min que se tomd como el
100%, en tanto que un tiempo de incubacion de 30 min generd una transduccion del 91%, en
comparacion con el grupo de 60 min. No se observd una diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos de 30 y 60 min de incubacion (p>0.05). Por los resultados se
puede inferir que el tiempo otorgado a la interaccidon entre el virus y sus receptores es de

relevancia para optimizar los perfiles de transduccion adenoviral in vivo.
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DISCUSION

La transgénesis terapéutica enfocada al cancer propone diversas estrategias con el objetivo de
bloquear la funcién de proteinas relevantes al fenotipo maligno. Dado que un componente
central en la biologia de los tumores so6lidos es el desarrollo de vasos sanguineos que permiten
crecer a la masa tumoral y generar metastasis, se han descrito diversas estrategias encaminadas
a inhibir la angiogénesis tumoral, sin embargo, dentro de esas estrategias no se han descrito

anticuerpos de cadena sencilla intracelulares (scFv).

Es por ello que nos propusimos generar un anticuerpo sintético con la capacidad de
interactuar intracelularmente con el VEGF-165 humano e inhibir su secreciéon. Como pudo

observarse en la seccion de resultados, se armé un scFv con estas propiedades.

Inicialmente, se ensamblaron las regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras de
una inmunoglobulina con afinidad por Hu-VEGF-165, se ensamblaron en una configuracion
lineal eslabonada por un brazo flexible (Glys Ser); creando un anticuerpo de cadena sencilla
(scFv) “single chain Fab variable region”. Una vez ensamblado, se comprobd su capacidad
de inhibir la secrecion del factor de crecimiento del endotelio vascular humano isoforma 165,
por lo que se procedid a generar un adenovirus recombinante que lo codifica en su genoma. Lo

anterior con la finalidad de utilizarlo como un vector transportador eficiente.

El siguiente grupo de experimentos comprendera la caracterizacion funcional del scFv

a partir del adenovirus recombinante y finalmente su efecto anti angiogénico y anti neoplasico.

Si bien documentamos en un inicio que el anticuerpo es capaz de inhibir la secrecion

de la isoforma humana 165, sera de interés estudiar su afinidad a otras isoformas. Asi mismo,
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se deben estudiar variantes para su uso. Por un lado, hemos contemplado la posibilidad de
expresarlo en forma soluble retirando la secuencia KDEL, para lo cual se contempla utilizar al
higado como plataforma de expresion/secrecion. Esto generaria un scFv sintetizado en el
higado y secretado a la circulacidon sistémica, el cual eventualmente interaccionaria con

VEGF-165, situacién analoga a la del anticuerpo bevacizumab.

Para que esta estrategia tenga efectos anti-angiogénico y anti-neoplésico, un requisito
indispensable es que el scFv sea “neutralizador”, es decir, que el epitope en VEGF se sitie en
los extremos de la configuracion homodimérica antiparalela (Figura 4), los cuales son
responsables de su interaccion con el receptor. Ademads, el scFv podria ser dirigido a otros
organelos de la célula donde podria ejercer su efecto anti-angiogénico. Por ejemplo, se podria
sustituir la secuencia KDEL por una secuencia codificadora para un dominio transmembranal,
situando al scFv anclado a la membrana de la célula tumoral “viendo” el espacio extracelular.
En este sitio, el scFv anclado tendria una funcion de “falso receptor”, de tal manera que el
VEGF-165 seria “atrapado” en este sitio evitando su difusién hasta su sitio activo en las

células endoteliales.

Por otra parte, seria de interés fusionar al scFv con toxinas, tales como la ricina o la
toxina de la difteria, lo que generaria una molécula soluble dirigida al endotelio vascular
tumoral [117, 118, 223]. En esta estrategia, visualizamos una molécula compuesta de dos
dominios funcionales: el primero comprende al scFv y el segundo a la toxina. Al ser
sintetizada, la regiéon que comprende al scFv interacciona con VEGF, éste a su vez
interacciona con sus receptores en el endotelio vascular en crecimiento, y la toxina ejerceria su

efecto litico en el momento de ser endocitada por la célula endotelial, con lo que generaria la
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destruccion de la célula endotelial. El efecto neto de miles de estos eventos generaria el

colapso de los vasos sanguineos tumorales y un efecto anti neoplasico.

Especulamos que, debido a que el endotelio vascular tumoral sobre-expresa los
receptores para los VEGFs, el efecto toxico seria dirigido a la vasculatura tumoral [224, 225].
Esta estrategia depende de que el scFv no sea neutralizador, ya que si el scFv impide la
interaccion de VEGF con sus receptores se perderia la posibilidad de endocitosis y, por ende,

la toxicidad dirigida al endotelio vascular tumoral.

Las estrategias propuestas podrian emplearse desde dos plataformas: 1) desde una
plataforma de transgénesis en la cual un grupo de células determinadas son transducidas in
vivo con lo cual se generaria un oOrgano endocrino sintético para producir la molécula
biofuncional, o bien 2) mediante una plataforma de biotecnologia convencional, en la cual el
compuesto es introducido al paciente en forma de proteina recombinante. Seran de interés los

estudios futuros que comparen la efectividad de ambas.

Asi mismo, una vez generado el adenovirus recombinante codificante para el scFv anti
Hu-VEGF-165, se considerd que para que este logre un efecto anti-angiogénico y anti-tumoral
efectivo serd necesaria una transduccion tumoral eficiente. Por lo anterior, se procedio a
estudiar los perfiles de transduccion adenoviral en diversas lineas tumorales y primarias
provenientes del epitelio de vejiga. Posteriormente, se describieron y se estudiaron los perfiles

de transduccién adenoviral en un nuevo modelo de transduccion tumoral por via intra—arterial.

En este sentido, si bien se sabe que los adenovirus son tréficos para una gran variedad
de estirpes celulares no habia reportes de la transducibilidad adenoviral en tejido genito-

urinario (GU) [226] por lo que se documentd el comportamiento temporal de los genes
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reporteros transducidos por adenovirus recombinantes. Dichos resultados sugieren que se
cuenta con una ventana de expresion de 7 dias. En un escenario clinico potencial, se esperaria

la expresion del gen terapéutico por este lapso.

Ademas, durante el desarrollo de la presente tesis, se caracterizo un nuevo modelo de
transduccion tumoral por via intra arterial. En este sentido, los avances logrados en el
desarrollo de nuevas técnicas quirtrgicas en el area de la oncologia, han hecho factible el
acceso a la masa tumoral por via intra arterial [227-229]. Inclusive, se han desarrollado
estrategias de quimioterapia compartamentalizada en la que pueden suministrarse dosis
elevadas en los sitios de crecimiento tumoral primario sin permitir el escape de la
quimioterapia a la circulacion sistémica. Un ejemplo de lo anterior es la técnica denominada
“perfusion aislada”, empleada fundamentalmente en las extremidades, aunque también ha sido

empleada en otros organos [229, 230].

En el campo de la transgénesis terapéutica se ha descrito el acceso arterial a masas
tumorales en higado, por medio de la arteria hepatica [231-235]. Sin embargo, con esta

estrategia no es factible detener a modo el flujo sanguineo en su totalidad.

En el modelo animal que se desarrolld en la presente tesis, es factible detener en su
totalidad el flujo sanguineo al sitio de crecimiento tumoral. Esto permite manipular dos
variables poco estudiadas hasta la fecha. Primero, el efecto neto que tiene el tiempo otorgado a
la interaccion entre el adenovirus y los receptores en la célula tumoral in vivo, sobre los
perfiles de transduccion tumoral. En los resultados obtenidos se observa que esta variable es

de suma importancia en la transduccion tumoral.
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Segundo, optimizar la biodisponibilidad de compuestos terapéuticos, incluyendo los
diversos vectores, modulando las diferentes variables que caracterizan el microambiente
tumoral. En este sentido, para que un compuesto llegue a su sitio activo en la célula tumoral,
particularmente en tumores soélidos, este debe librar multiples barreras anatomicas y
fisiologicas. Primero, el compuesto debe viajar por la circulacion sistémica, después debe
cruzar la pared vascular e ingresar al espacio intersticial, el cual debe atravesar este hasta
llegar finalmente a su sitio de bioactividad en la célula tumoral. Ademas de estas barreras
anatomicas se han descrito barreras fisiologicas que también dificultan la biodisponibilidad de
compuestos en la masa tumoral [233-237]. En este sentido, se sabe que las presiones
intersticiales intratumorales son elevadas, lo que afecta de manera importante la motilidad
intratumoral de compuestos mayores a 2 kDa. Por otro lado, la composicion de la matriz
extracelular afecta la motilidad intratumoral de compuestos menores de 2 kDa. Hasta ahora se
han propuesto diversas estrategias para modificar ambas propiedades del microambiente
tumoral y mejorar la biodisponibilidad de compuestos antineoplasicos. Por ejemplo, se ha
propuesto el uso de fArmacos vasodilatadores, o bien el empleo de hipertermia localizada para

potenciar el efecto antitumoral de quimio-radioterapia [238, 239].

El modelo que aqui se propone permitiria, mediante la manipulacién de los vasos
sanguineos arteriales y venosos, modular las presiones intravasculares con el objeto de vencer
las elevadas presiones intersticiales intratumorales, y mejorar la conveccion de compuestos
mayores de 2 kDa (anticuerpos monoclonales y vectores virales entre otros) a través de la

masa tumoral.

La biodisponibilidad de compuestos terapéuticos se limita debido al microambiente

tumoral caracterizado por: 1) la disposicion irregular de los vasos sanguineos dentro de la
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masa tumoral que genera sitios anoxicos, 2) presiones intersticiales elevadas resultado de la
desorganizada disposicion de matriz extracelular y por la division celular descontrolada en un
espacio reducido, lo cual genera gradientes de presion con tendencia a desplazar los
compuestos hacia el espacio vascular, y 3) distancias intervasculares elevadas superiores a las
100 um [233-235]. En el area de la transgénesis terapéutica se tendria que agregar una cuarta
variable determinante para la Optima biodisponibilidad y, por lo tanto, para incrementar la
transduccion de las células que componen la masa tumoral; el tiempo que se otorga para

permitir la interaccion entre el virus y la célula tumoral.

Los resultados obtenidos durante la caracterizacion del modelo sugieren que el detener
el flujo sanguineo durante la transduccion tumoral por un lapso de 30 minutos genera perfiles
de transduccion similares a los obtenidos si se detiene el flujo arterial 60 minutos. Debido a
que el cerebro y el riidon son organos sensibles a la anoxia, un escenario clinico de
transgénesis intra-arterial en donde se detiene el flujo arterial por 30 minutos no seria viable
para estos dos Organos particulares. Sin embargo, podria estudiarse la posibilidad de aplicar

esta estrategia en otros drganos menos sensibles a la anoxia.

En un escenario clinico, es posible optimizar los perfiles de transduccion tumoral
mediante el control del flujo sanguineo a los vasos que nutren el 6rgano afectado empleando
técnicas quirargicas de perfusion aislada. Dichas técnicas de perfusion aislada utilizan bombas
extracorporeas de intercambio gaseoso, lo que permite suministrar O, al 6rgano o extremidad
prefundido/a durante el tiempo que el flujo arterial es detenido. El uso de una bomba de
intercambio gaseoso eliminaria el elemento de “anoxia” al que seria sometido el tejido en

tratamiento. Otra posibilidad es explorar estrategias farmacoldgicas que modifiquen la cinética
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de la infeccion adenoviral. En este sentido podrian evaluarse compuestos que incrementen la
presencia de los receptores responsables de transduccion adenoviral (CAR/integrinas) y que
quiza expediten la endocitosis del virus reduciendo el tiempo de obstruccion del flujo arterial.
Un ejemplo concreto de esto es el empleo de inhibidores de las enzimas histona desacetilasas
(histone deacetylse inhibitors - iHDACsSs), los cuales incrementan la expresion del receptor
CAR por mecanismos epigenéticos y mejoran los perfiles de transduccion adenoviral in vitro
[240-243], ademas de que se ha documentado que estos compuestos tienen actividad anti-

neoplésica e incrementan la transcripcion del gen terapéutico [124, 125, 244-246].

El modelo descrito, ademéas de permitir el control de las variables antes mencionadas,
es un modelo compartamentalizado de transgénesis terapéutica que permite purgar al pediculo
muscular posterior a la transduccion viral, con lo que se impide su escape a la circulacion
sistémica y, por lo tanto, evitando una “viremia”. Lo anterior seria deseable en un escenario
clinico en el cual una viremia no es deseable, especialmente en caso de pacientes con
afecciones hepaticas, ya que la troficidad in vivo del adenovirus es principalmente por este

organo [247].

El modelo también puede ser de utilidad en la caracterizacion de compuestos con
toxicidad dirigida a la vasculatura tumoral, ya que como se observo en la figura 32, el tumor y
la angiogénesis resultante se desarrollan en el contexto de los vasos sanguineos normales del
cremaster. En este sentido, son de interés los antecedentes en el empleo del modelo de
cremaster de rata para el estudio de variables micro-hemodindmicas en otras condiciones
patologicas, ya que en estos estudios, el cremaster se transecta por su eje longitudinal y se
monta para observacion microscopica intra-vital. Durante dichas evaluaciones se hacen

mediciones de flujos y diametros vasculares y de otras variables hemodinamicas a nivel
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microvascular [221, 222]. Lo anterior resulta en una posibilidad interesante; el estudio de
compuestos con toxicidad dirigida exclusivamente a la vasculatura tumoral, sin afectar los

vasos sanguineos adyacentes normales [161, 248, 249].

FEl modelo de transduccién tumoral intra-arterial serd de utilidad también en la

evaluacion funcional in vivo del scFv contra VEGF-165.

Finalmente, debido a que se observo la transduccion generalizada a lo largo del
pediculo muscular, el modelo podria ser de utilidad para estudiar la correccion por via intra-

arterial de enfermedades genéticas de musculo esquelético por medio de transgénesis.
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Conclusiones

Los resultados generados en la presente tesis podrian servir para su aplicacion en protocolos
de terapia génica de cancer de vejiga y en otros tipos de tumores solidos. Por un lado, se armé
un anticuerpo de cadena sencilla (scFv) el cual, al ser expresado en células neoplasicas,
interacciona intracelularmente con el factor de crecimiento del endotelio vascular isoforma
165 humano e inhibe su secrecion. Adicionalmente, se estudio la transducibilidad en células
de cancer de vejiga mediada por adenovirus, y se documentd que son transducibles.
Finalmente, se caracterizdé un nuevo modelo de transduccion tumoral por via intra-arterial en
el cual es posible manipular algunas de las variables claves en el proceso de transduccion

mediada por adenovirus recombinantes.
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