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RESUMEN

Irma Alicis Martinez Divila Fecha de graduacién: diclembre del 2004,
Universidad Autdnoma de Nuevo Ledn
Facultad de Medicina

Titulo del estudio: TERAPIA GENICA PARA EL CANCER CERVICOUTERINO
EN UN MODELO MURINO.

Nemero de paginas: 72 Candidato pars el grado de Doctor em
Clenclus con especialidad en Biologia
Molecular ¢ Ingenieria Genéftiea.

Area de estudio; Terapis Génica

Propésito y métedo del estudio: La morbi-mostalidad por cincer cérvicouterino (CaCU) es altn y el
tratamiento do esta entidad oncoldgics ¢s largo, carvo, de acceaibilidad limitada y muchas veces salo tiene
un efecto palistive. Bsto justifica Is bisqueds de alternativas tevapéuticas que pueda tener un impacto
importante en ¢l tratamiento de las pacientes afectadns. En este trabajo se propuso un estudio preclinice de
terapia génica antineoplisica mediado por los genes E7 de HPV 16 (proteina antigénica asociada 3 tumor)
¥ por los genes de las citocinas de arigen murino IL-2 y GMCSF.

Se explord el efecto terapéutico de loa adenovirus AdSRSV-E7, AdSRSV-[L2m y Ad5RSV-
GMCSFm eu un modelo murine de CaCU implantado con célules singénicas de rumor (linea celulsr TC-
1). Las células se implantaron en el cspacio subcutineo de ratonas CS7BL/S. Se formaron cingo gripos
experimentales de diez ratonas pars ser tratados por separado <on los vectores AASRSV-E7, AASRSV-
[L2m, AdSRSV-GMCSFm, la combinacidn d¢ AdSRSV-E7 mis AdSRSV-[L2m, y sélo coa la solucién de
suspension del vector {comrol de inyeccidn intramnmoral), Se hicierou observaciones del crecintiento
tumorsl cada tercer dia y se estudid ls supervivencia de los animales. S¢ generaron curvas de inhibicién
del crecimiento txnoral y de supervivencia (10 animales para cads observacidn). Una vez sacrificadss las
retonas de los experimentos de inhibicién de crecimiento wumoral, se estudio la histologia de los tunares y
la respuests citotdxica de linfocitos extrakios del baza en contra de las células impiantadas in vitro en un
enssyo de linfocitos cikotdxicos.

Resultados: En estos estudios se encontr§ que ¢l tratamiento con €l vector AASRSV-IL2m mostrd
une respuesta terapedtica, observindose una supresion transitoria del crecimrento turnoral hasts ¢l dia 18
de tratamiento, como k indican las curvas de crecimiemo numoral y ol ensayo de CTL. Sin embargo, ¢l
efecto terapéutico no se prolongéd miés allé del dia 18. En lo que comresponde o la administracion del
AdSRSV-E7, no se observd uia respuesta terspedtics significativa al compararse con el grupae comtrol.
Igualments, la combinacién de este vector con ¢l vector AASRSV.]L2m no mostrd sinergia,

Los resulmdos de este trabajo y modelo animal en perticular (uno de los més utilizados en este tipo

deauldxm).wmqudetodos 08 ves{ore: probudosmﬁwMO,olAdSRSV-ﬂ.Zmuelmco
Que tuvo un efecta apmf ico Lstad (sticam ’-]"' cativo, pues munue 10 file capaz de eliminér el
tumor, s{ demostrd 7 e La neoplesia an los raiones tratados.

Flrma del Co-director: 25
~  Dr. Hugo A, Barvers Saldafia
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CAPITULO |

INTRODUCCION

El céncer es un problema de salud publica y una de las causas mas
impaortantes de morbilidad y mortalidad en el mundo. Las estadisticas
disponibles a nivel mundial muestran que el cancer cérvicouterino (CaClU) es la
quinta causa de muerte por cancer en las mujeres (1) y que su incidencia en
Latinoameérica es particularmente alta. México es uno de los paises con la
mayor tasa de martalidad por CaCU (14.4 /100, 00Q hab.), solo superado par el
cancer de pulmon en varones (16.1/100, 000 hab.) (2). En los paises
desarrollades los extensos programas preventivos de citologia exfoliativa han
reducido la mortalidad por esta patclogia en mas de un 70% (3), pero astos no
han tenido el mismo impacto en los paises en desarrolio, donde se estima que
las fallas en la deteccidn temprana son responsables hasta de un 60% de la
mortalidad por este tipo de cancer (4). El enfoque terapéutico y €l pronéstico
para el CaCU dependen del estadio de la enfermedad, el cual se determina par
estudios histopatologicos. Estos analisis determinan el grado de la lesion y de
la invasion tumoral del epitelio cervical y la diseminacién a otros tejidos y

organos. Entre los cinco estadios establecidos, cuyo espectro abarca desde
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carcinoma in-situ (estadio Q) hasta compromiso a drganos distantes (estadio
IVB), tan solo el estadio 0 es tratado mediante conizacion en mujeres jovenes,
sin hijos y que desean descendencia. Los otros estadios requieren
procedimientos quirdrgicos que abarcan desde la histerectomia total con
reseccion de cupula vaginal, hasta exenteracién pélvica, radioterapia e incluso
quimioterapia en estadios a\;anzados para el tratamiento de las metastasis (5).
Desafortunadamente en México, un gran porcentaje de los casas corresponde
a estadios avanzados, &n los cuales los procedimientos son muy agresivos y el
pronostico es poco favarabie. En canclusién, el tratamiento de CaCU es largo,
muy costoso, de accesibilidad limitada y muchas veces sclo tiene un efecto
paliativo. Esta situacion justifica la busqueda de alternativas terapéuticas que
puedan tener un impacte importante en el tratamiento y prondstico de las
pacientes afectadas.

En esta basqueda, la terapia génica surge coma una alternativa
prometedora. Esta modalidad de tratamiento consiste en la transferencia de
acidos nucleicos, ya sea DNA o RNA, a células de diferentes tejidos para tratar
o prevenir una enfermedad (€, 7, 8).

Es importante tomar en cuenta que para lograr una terapia génica exitosa
hay muchos aspectos importantes a considerar, tales coma el entendimiento
claro de la patogenesis de la enfermedad, un tejido blanco apropiado, un gen o
genes terapéuticos efectivos, un sistema de liberacién génica adecuado y un
modelo animal que simule |a enfermedad, para realizar los ensayos preclinicos

(9).
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Asi, en el caso del CaCU es posible aprovechar algunos de los
conocimientos actuales sobre su biologia, con el objeto de obtener una
respuesta antitumoral efectiva, selectiva y protectora. Los analisis
epidemioldgicos para determminar los agentes responsables del CaCU han
asociado al Papilomavirus Humane (HPV en inglés) de alto riesgo con esta
malignidad, particularmente a las cepas 16, 18, 31 y 45, las cuales también se
conocen como cepas oncogeénicas o de alto riesgo (3). Estos virus contienan en
su genoma dos secuencias codificadoras de cncoproteinas particularmente
importantes, denominadas E6 y E7, las cuales son expresadas
canstitutivamente en células de tumores cervicales (10). Estas proteinas
contribuyen a la tumorigénesis cervical al interferr con el control del ciclo
celular, promoviendo la inestahilidad genética en las células infectadas (11).

Aunque |a respuesta inmune mediada por celulas juega un papel
importante en limitar el crecimiento y promover la regresion de lesiones
inducidas por el HPV en el huésped, las celulas tumorales escapan a la
vigilancia inmunclégica en algun punto del desarrcllo tumoral. Esta respuesta
inmune celular puede ser activada por los productos de la expresion génica
viral en los tumores inducidos por este tipo de agentes infecciosos, como s€ ha
demostrado para e! carcinoma nasafaringea inducido por el virus Epstein Barr
(12) y para el fumor objeto de este estudio (11).

Con el conocimiento previo, se puede disefar una estrategia de
inmunoterapia antitumoral, la cual si es mediada por vectores de terapia génica,

adicionalmente puede tener un efecto localizado en el tejido maligno. Esto



evitaria los efectos secundarios nocivos de la inmunoterapia sistémica
observados en el pasado (13,14,15,16,17,18,19). Esta modalidad promisoria
amerita ser investigada a nivel experimental.

A continuacion se exponen las dos modalidades de inmunoterapia que
podrian ccoperar en la activacibn de I|a respuesta inmune celular
(particularmente linfocitos T citotdxicos -CTL en inglés-) y cuyos mejores
resultados tal vez se obtengan mediante su aplicacion simultanea. También se
describen brevemente el vector de terapia génica y el modelo animal que se

emplearan para realizar los estudios propuestos.

1.1. Estimulacion con Antigenos Especificos de Tumar.

Durante el proceso de transformacion maligna, las células tumorales
expresan antigenos particulares que no estén presentes en el tejido sano del
cual se han ocriginado. Estos antigenos surgen como consecuencia de la
inestabilidad genética asaciada al proceso de transfermacion maligna o como
productos de la expresidon de virus oncogénicos. Los antigenos de tumor
podrian alertar al sistema inmune, pero la mayoria de los tumores espontaneos
logran escapar la vigilancia inmunoldgica durante su desamollo. Fara el
entendimiento de la inmunidad tumoral y el desarrollo de estrategias de
inmunoterapia para el cancer, es fundamental conocer varias caracteristicas de
los antigenos tumorales y de la respuesta inmune contra tumores.

Se ha demostrade que la proteina E7 de MHPV-16 (cepa presente en

aproximadamente el 50% de todas las lesiones tumorales de CaClU) se
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expresa en las lesiones premalignas y tejidos tumorales. En este contexta, se
podria utilizar el producto viral E7 de HPV 16, el cual es oncogénico y actua
coma antigeno especifico de tumor, simultdneamente. Ademds, se ha
demostrado que esta proteina puede funcionar como un antigeno de rechazo
de tejido en modelos murinos (20,21). En este mismo producte se han
estudiado varios epitopes que cubren casi la totalidad de la proteina. Algunos
de estos epitopes san capaces de activar la produccion de la respuesta inmune
celular {CTL) especifica en contra de HPV 18 E7 en el raton (10) y algunos
péptidos de la oncoproteina E7 de HPV 16 se han utilizado en estudios de
vacunas terapéuticas contra cancer cervical de fase clinica | (22). En humanos
(pacientes con CaCU y en sujetos sanos) se han identificado epitopes en las
protelnas E6 y E7 que generan proliferaciéon de las células T en ensayos in-
vitro. Estudios preliminares con estos epitopes sugieren una reduccion en la
respuesta Th1 (linfocinas estimuladoras de linfocitos citotoxicos) en mujeres
con displasia cervical y en mujeres con CaCU, en comparacion con mujeres
sanas, en ensayos de lineas celulares T de vida corta (STL en inglés) (23). Asi,
la inmunizacion con antigenos tumorales de pacientes con cancer puede

resultar en una respuesta inmune antitumoral significativa.

1.2. Estimulacion con genes para citacinas.
La expresion incrementada de antigenos tumorales en la poblacién tumoral
padria ser suficiente para estimular una respuesta inmune tumoricida eficiente;

asi, el producto E7 descrito padria explotarse por si solo para intentar generar



una respuesta antitumoral en modelos in-vivo, mediante un incremento de su
expresidn en el tejido canceroso. Sin embargo, ésta también pudiera
potenciarse mediante una transduccion adicional del tejido tumoral con genes
para citocinas del tipc Th1, que estimulan la proliferacion y diferenciacion de
linfocitos T (involucrados en la respuesta citotdxica). En este proyecto se busca
la estimulacion de los linfocitos T capaces de infiltrar y atacar el tumor, a los
cuales se les ha denominado linfocitos infiltrantes de tumor (TIL en inglés-
Tumor Infiltrating Lymphocytes-).

Para este propésito se postula el uso de la citocina Th1, interleucina 2 (IL-
2) y del factor estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos (GM-CSF,
en inglés). Mediante este mecanismo, se puede esperar la activacién de
linfocitos presentes en el tejido tumoral que generen una respusesta citoldxica
(linfocitos T y células asesinas o NK). Esta se realizaria a través de la
activacion con GM-CSF de las células presentadoras de antigeno (APC en
inglés), como las célutas dendriticas (24) o mediante la estimulacion directa con

IL-2 de los CTLs (25).

1.3. Adenovirus como vectores de terapia génica.

Hay muchos pasos importantes para una terapia génica exitosa y uno de
los pasos mas importantes para tal efecto es el uso de un vector agropiada. Los
vectores son sistemas que ayudan en el proceso de transferencia de material
genetico a la célula, facilitando la entrada y biodisponibilidad intracelular del

mismo, de tal modo que éste puede funcionar correctamente. En terapia génica
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se han utilizado una gran variedad de vectores con fines experimsentales, pero
de manera general pueden ser clasificados en vectores virales y no virales
(6.9,26-29). Dentro de los vectores virales, los veclores adenovirales tienen
caracteristicas que los hacen atractivos para la administracion de genes, a las
células, debido a que introducen eficientemente DNA en las células huésped,
no son inactivados por el complemento i vivo, pueden producirse en titulos
elevados, son capaces de transducir células diferenciadas y raramente se
integran en el genoma celular, reducienda el riesgo de mutagénesis insercional
(30-32). Asl, los vectores adenavirales recombinantes deficientes en replicacion
6 han utilizado ampliamente para administrar genes terapeuticos a las celulas,
debido a su capacidad para introducirse en ellas, transferirles su material
geneético y tomar el control de la maquinaria celular del huésped para sintetizar
proteinas virales (33). En este estudio se empleardn como vectores de terapia

génica adenovirus recombinantes no replicatives.

1.4. Modelo animal para cancer cérvicouterino.

El establecimiento de madelos celulares y animales para CaCU ha sido
muy complicado, debido a algunas particularidades biologicas de los HFPVs
humanos de alto riesgo. Destacan su carencia de tropismo para otras especies,
un ciclo viral complejo, dependiente de la diferenciacion del tejido epitelial, asl
como una oncogenicidad que requiere de factores intrinsecos particulares. Los
estudios preclinicos propuestos se realizaran en un modelo animal

inmunocompetente, debido a que la hipdtesis de trabajo implica la activacion de



la respuesta celular inmune. Para contender con los obstaculos mencionados,
utilizaremas la linea celular TC-1, la cual al implantarse via subcutanea en el
dorso de ratones singénicos C57BL/6 produce tumores que expresan los genes
E6 y E7 de HPV 16 (34).

Can base en estos elementos, seé propusd un nuevo esquema de
tratamiento mediado por terapia génica, como un meétodo altemativo al
esquema tradicional, y que se postula como menos agresivo. Lo anterior se
llevaria a cabo mediante la estimulacion de los linfocitos T capaces de infiltrar y
atacar el tumor. Para este propgsito, se propone el uso de antigenos asociados
a tumor y citocinas, con la esperanza de que esta estrategia de administracion

génica local, tenga un efecto tumericida.
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CAPITULO I

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

21 HIPOTES!S.

La reactivacién eficiente de la respuesta inmune celular mediante la
transduccion tumaral con el antigeno especifico de tumor E7 de HPV16 y/o las
interleucinas IL-2 y GM-CSF, sera capaz de generar una respuesta antitumoral

suficiente para detener, e incluso eliminar, el proceso maligno en un modselo

animal de CaCU.

2.2. OBJETIVOS.
2.2.1. Objetivo General.
Estudiar la eficacia de un tratamiento antitumoral en un modelo
para CaCU basado en la activacion de la respuesta inmune celular
mediante la sobre-expresidn de inmuncestimuladores: antigeno
especifico de tumor del HPV-16 (E7) y linfocinas (IL-2 y GM-CSF).
La sobre-expresion de estos inmunoestimuladores se realizara
mediante la transduccién localizada del tejido tumoral con vectores

adenovirales para terapia génica.
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2.2.2. Qbjetivos Especificos.
1. Construir el vector adenoviral AASRSV-HPV16 E7.
2. Propagar y purificar los vectores adenovirales AJSRSV-
HPV16E7, AdSRSV-IL.2m y AdSRSV GM-CSFm.
3. Obtener el modelo animal de CaCU (C57BL/6 implantado con
células TC-1).
4. Estudiar la eficacia de la administracion intratumoral de
Ad5RSV-HPV16E7, AdSRSV-IL.Zm y AdSRSV GM-CSFm., a través
del andlisis de curvas de crecimiento tumoral, de supervivencia, la
respuesta de linfocitos T citctéxicos y el anadlisis histopatolégico de

los tumores tratados.

10
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ESTRATEGIA GENERAL

Para estudiar los parametros claves de |a tesis seguimos la siguiente

estrategia (Figura 1):

3.1.CONSTRUCCION DEL VECTOR ADENOVIRAL Ad5RSV-HPV16 E7.

La construccién del vector adenoviral que porta la secuencia que codifica
para la oncoproteina E7 del HPV se realizd utilizando la metodologia de
recombinacidn homdloga. Se emplearon €l plasmido pJM17 (esqueleto del
adenaovirus tipo § que carece de |as regiones E1 y E3) y el vector pAdl. 1/RSY-
bpA-E7 (vector acarreador que tiene regiones de homologia con el adenovirus
tipo 5); se cotransfectaron ambaos vectares en la linea celular permisiva HEK
293 (del inglés- Human Embrionic Kidney), misma que posee la region E1 que
permite que el adenavirus se replique, utilizando para ello lipidos catidnicos
(lipofectamina). Se identificaron halos de lisis, Qque se analizaron mediante PCR
para comprobar que se trataba del vector adenoviral recombinante esperado.
Una vez demostrada la identidad del vector adenoviral, se procedié a la

propagacion y purificacion del mismao.

11
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3.2.PRODUCCION, PURIFIGACION Y CUANTIFICACION DE LOS
VECTORES ADENOVIRALES AdS5RSV-HPV16E7, AdSRSV-IL2m vy
AdSRSYV GM-CSFm.
Un punto clave para realizar los estudios preclinicos de terapia génica fue
el producir y purificar, mediante el paso a través de dos gradientes de clorura
de cesio, los vectores adenovirales para una vez que se tuvieran puros y en un

titulo adecuado, pudieran administrarse en el madelo animal.

3.3.0BTENCION DEL MODELO ANIMAL DE CaCU.

Para obtener el modelo animal de CaCU se emplearon ratonas de la cepa
C57BUG de ©6-8 semanas de edad y la linea celular tumoral TC-1. Se
implantaron las células tumorales en el flance derecha de las ratonas
(empleando la dosis de células con la cual el 100% de los animales desarrollo
tumor en un periodo maximo de 15 dias) y después de aproximadamente 13-15

dias se observo el desarrollo de los tumores.

12
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Modelo animal Generacion y produccion de
vectores adenovirales

N\ /

Terapia Génica
(grupos experimentales)

Ad5RSV-IL2m AdS5RSV-E7

b S

AdS5RSV-E7 +Ad5RSV-IL2m AdSRSV-GMCSFm

Curva de crecimiento
Graficas de supervivencia
Ensayo de CTlLs
Histologia

Figura 1. Estrategia General. Después de generar y producir los vectores terapéuticos se llevd
a cabo la administracién de los mismos en cuatro grupo de animales. A éstos grupos se les
administré cada uno de los vectores por separado (AdSRSV-E7, AdSRSV-IL2m, AdSRSV-
GMCSFm) y a uno de ellos la combinacion del AdSRSV-E7 méas AdSRSV-IL2m. Posteriormente
se construyeron curvas de crecimiento tumoral y graficas de supervivencia, se realizaron
ensayos de linfocitos T citotdxicos y analisis histopatolégicos para determinar la efectividad de
cada uno de los tratamientos.

13



3.4.ESCALAMIENTO DE DOSIS DE VECTORES DE TERAPIA GENICA.

El objetivo de este experimento fue determinar las dosis toxicas de los
vectores y la dosis méaxima tolerada por las ratonas que tuviera efecto
antineoplasico. Se realizaron curvas de crecimientc tumoral para determinar la

dosis mas efectiva.

3.5. ANALISIS DE CRECIMIENTO TUMORAL.

Para evaluar la eficacia del tratamiento mediado por vectores de terapia
génica, se realizdo un monitoreo de los ratones cada tercer dia para observar la
evolucion del crecimiento tumoral. Posteriormente se construyeron graficas de
crecimiento para determinar en cual grupo de experimentacién hubo reduccion

del crecimiento del tumor ¢ regresién tumaral.

3.6.ANALISIS DE SUPERVIVENCIA.

Este estudio se realizd con la finalidad de observar los efectos de la terapia
génica para incrementar la supervivencia en los animales bajo tratamiento y en
los controles. La totalidad de los animales en cada grupo en el dia de la
administracion del vector, representd el 100% y durante las observaciones
realizadas cada tres dias, se registraron los animales sobrevivientes en cada
grupo durante los puntos de observacion. Con estos datos se construyeron
graficas de supervivencia de Kaplan-Meier para comparar los efectos de laos

diferentes tratamientos.

14
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3.7.PRUEBA DE LINFOC|TOS CITOTOXICOS ANTI-TC-1.

Para determinar la generacion de respuesta inmune celular inducida por la
terapia génica en contra del tumor, se realizé el ensayo de Linfocitos T
citotoxicos empleando el agente de Oxido-reduccion azul alamar. Los
esplenocitos extralidos de las bazos fueron aislados y cultivados. Después de la
cosecha, los linfocitos obtenidos (células efectoras) s@ mezclaron en diferentes
proporciones con las células tumorales TC-1 (células blanco) mantenidas en
cultivo. Luego de un breve tiempo de cocultive, se recolectaron los
sobrenadantes y se analizaron para detemminar la actividad citotéxica (esto de
forma indirecta, haciendo la medicion de viabilidad celular mediante la adicion

de azul alamar).

3.8.ANALISIS HISTOLOGICO DE LOS TUMORES.

Los tumores fueron extraidos de las ratonas para ser analizados por el

patdlogo.

3.9.ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS.

Los resultados de los experimentos realizados se analizaron empleando las
pruebas estadisticas de ANCOVA, para la comparacion de las curvas de
crecimiento tumoral y el estudio de linfocitos citotoxicos y el andlisis de Kaplan-

Meier, para los estudios de supervivencia.
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CAPITULO IV

MATERIALES Y METODOS

4.1 ORIGEN DE LOS REACTIVOS,

4.1.1 Material Biolégico.
4.1.1.1. Células tumorales.

La linea celular tumaral murina TC-1 fue generosamente donada por el Dr.
Tzyy-Chaou Wu del Departamento de Patologia de Johns Hopkins Medical
Institution, Baltimore, Maryland y se obtuvo a partir de un cultivo primaric de
células epiteliales de ratones C57BL/6, cotransformadas con los oncogenes

HPV-16 EG y E7 y c-Ha-ras (34).

4.1.1.2. Vectares adenovirales.

Los vectores adencvirales AdSRSV-IL2m y ADSRSV-GMCSFm, que portan
los genes de origen murino correspondientes a la IL-2 y el GM-CSF,
respectivamente, fueron donados por el Dr. Estuardo Aguilar Cordova del Gene

Vector Laboratory del Center for Cell and GeneTherapy del Baylor College of
Medicine, Houston Texas (CCGT-BCM).

16
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4.1.1.3. Plasmidos.

Los plasmidos que se mencionan a continuacion se emplearon para generar el
vector adenoviral recombinante AdSRSV-HPV16E7. El vector pSV2-E7 que
porta la secuencia del DNA complementario de la oncoproteina E7 del HPV, fue
donado por el Dr. Patricio Gariglio del Departamento de Genética y Biologia
Molecular del CINVESTAV-IPN en México, D.F.

Los plasmidos pJM17 (esqueleto del adenovirus tipo 5) y pAdL.1RSV-bpA
(vector de expresion que posee regiones de homologia con el adenovirus tipo

§) fueron donados por el Dr. Estuarda Aguilar Cardova del CCGT-BCM.

4.1.1.4. Animales.

La colonia de ratones inmunccompetentes de la cepa C57BL/6 fue
obtenida de la compaiiia Harlan (Indianapolis IN, USA). Se emplearon ratonas
de 6-8 semanas de edad. Las ratonas fueron mantenidas en una seccién del
bicterio del Departamento de Embrialogia de la Facultad de Medicina de la
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn, la cual contaba con las medidas de

limpieza para €l mantenimiento adecuado de los animales.

4.1.2. Origen del material, reactivos y equipo.
4.1.2.1. Material.

Todo el material de plastico empleado para el cultivo de células eucarigtas,

fue adquirido de Corning, Costar, Fisher y Biomol .

17
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Corning (NY, USA).

Criotubos 2 ml (430289).

Botella para cultivo celular de 25 cm? (430372).
Botella para cultivo celular de 75 cm? (430725).
Botella para cultivo celular de 150 cm? (430823).

Caja de Petri de 150mm de diametro para cultive celular (430599).

Castar (Pittsburg PA, USA).

Pipeta seroldgica Stripette 5 ml (4487).
Pipeta seroldgica Stripette 10 m| (4488).
Pipeia seralégica Stripette 25 ml (4489).
Plato de cultive celular de 96 pozos (3585).

Plato de cultivo celular de 24 pozos (3526).

Fisher (Madison WI, USA).
Pipeta serologica Stripette 2 ml (13-678-11C).

Pipeta seroldgica Stripette 50 ml (13-678-11F).

Axygen (Union City, CA USA).

Puntillas para micropipeta de 10 (T-1536)
Puntillas para micropipeta de 20 (T-300)
Puntillas para micropipeta de 200 (T-200-Y)

Puntillas para micropipeta de 1000ul (T-1000-B)

18
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Tubos para microcentrifuga de 1.5 ml (MCT-150C)

Tubos para microcentrifuga de 0.6 ml (MCT-060-C)

Tubos para PCR de 0.2 ml (PCR-02-C)

4.1.2.2. Reactivos.

Las reactivos utilizados en el mantenimiento, preservaciéon y extraccion de DNA

de celulas eucariotas, procariotas y adenovirus empleados en este trabajo se

obtuvieron a traves de Sigma-Aldrich,

Invitrogen.

Sigma-Aldrich (St. Louis MO, USA).

Aceite mineral

Acetato de potasio

Alcohol etilico.

Cloruro de calcio.

Cloruro de potasio.

Cloruro de sodio.

Dulbecco’s modified eagle’s medium
Dimetil-sulféxido

Duodecil sulfato de sadio
Fosfato dibasico de sodio.
Fostato monaobasico de potasio.

Glucosa

Merck, Mallinckrodt, HyClone e

(M-5904).
CH3;COOK (P-5708).
CzHsOH (Merck).
CaCl; (C-3306).
KCl (P-4504),

NaCl (S-3014).
DMEM (D5648).
DMSQ (D-8779).
SDS (L-5750).
NazHP Q4 (S-0876).
NaH2PQ,4 (S-0751).
CeH120¢ (G-5767).
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Hidréxido de sodio

Sulfato de magnesio.

Merck (Whitehouse Station NJ, USA),

Alcohal etilico
Acido clorhidrica
Formaldehido

Glicerol

Mallinckrodt (St. Louis MO, USA),

Bicarbanato de sodic.

Sulfato cuprico.

Hyclone (Novata CA, USA).
Suero fetal bovino

Suero de ternera bovino

Invitrogen (Carlsband CA, USA).
Agarosa ultrapura
Lipofectamina

Tripsina 0.25%

NaOH (S-5881).

Mg SO4(M-7506).

C2HsOH {159009).
HCI (K23178417107).
HCHO (K29324303).
C3Hg03(K24225494),

NaHCO; (7396).

CuSO, (4848).

(SH30070.03).
(SH30073.04).

(16510-027).
(18324-012),
(SH30042.01).

20



Materiales y Mitodoy

p 2! ael v { en o i,

Los reactivos utilizados en el ensayo de linfocitos T citotdxicos y en la
generacion del vector adenoviral se obtuvieron a través de las siguientes casas

comerciales:

Biosource (Camarillo CA, USA).

Alamar blue (DAL1100).

QIAGEN (Valencia CA, USA).

QIAEX [l Gel extraction kit (20051).
QIAGEN plasmid midi kit (12143).
QIAGEN plasmid mega kit (12183).

Difco (Detroit Ml, USA).
Extracto de levadura (21272Q).

Bactotriptona (211705).

New England BioLabs (Beverly MA, USA)}.

Enzimas de restriccion:

Hind 1l (RO1045S).
BamHI (RO136S).
Polimerasas:

Taq DNA polimerasa (MO287L).

Enzimas de Modificacion del DNA:
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T4 DONA ligasa. (MO2023).

Otros.

Cloruro de cesio ICN (Costa Mesa CA, USA) (8130863).
Tubos de polialdmero para centrifuga, Beckman (331372).
Hipoclorito de sadio (Clorox).
Slide-A-Lyzer, 0.5-3 ml PIERCE (Rackford IL, USA) (66332).
Tris base USB (Swampscott MA, USA) (T8600).
EDTA USB (Swampscott MA, USA) (US15701).
Acido acético J.T. Baker (Phillipsburg NJ, USA). (9507).

Bacto-agar Becton Dickinson (Franklin Lakes NJ, USA) (214010).

Bromuro de etidio Amersham (Piscataway NJ USA) (US75808).

4.1.2.3. Equipo.

1). Campana de cultivo celular e incubadoras. Se empled una campana de flujo
laminar marca LABCONCO (Kansas City MO, ,USA) nivel de Bioseguridad Il y
dos incubadoras a 37 °C can inyeccion de CO; marca Shel-Lab (Cornelius, UK)
modelo IR2424 (una para la propagacion y mantenimiento de las células
eucariotas y otra para el cultivo de virus).

2). Microscopio. Se utilizd un invertoscopio marca WUZHOU OPTICAL
INSTRUMENT (Wen, China) Mad. XSB-1A.
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3). Centrifugas y rotores. Se utilizéd una centrifuga marca, Beckman (Fullerton
CA,USA) modelo TJ6 con rotor de angulo fijo TA-10, se utilizd una
ultracentrifuga marca Beckman modelo L8-M con rotor de columpio SW41Ti.

4). Termociclador. Se empled un termociclador de la marca MJ Research
(Waltham MA, USA) modelo PTC-100.

5). Camaras de electroforesis y fuentes de poder. Para el analisis de DNA se
utilizaron camaras horizontales y fuentes de poder marca Biorad (Hercules CA,
USA), Wide Mini-Sub Cell GT y Power Pac 300, respectivamente.

6). Fotometro multicanal. Se empled un lector Multiskan EX Labsystems
(Altricham,UK) de péso Optico vertical disefiado para la lectura en microplacas

de Bx12 pozos.

4.2. METODOS.
4.2.1. Generacion del vector adenoviral AdSRSV-HPV16 E7.

La construccion del vector adenoviral que porta la secuencia que codifica
para la oncoproteina E7 del HPV 16 se realizd utilizando la metodologia de
recombinacion homdloga. Lo anterior consiste en el intercambhio de material
cromosdmico entre secuencias homolagas de DNA; gracias a las regiones de
homologia existentes entre el plasmido acarreadar (que porta el gen de interés)
y el vector que posee el esqueleto del AdS se efectua el intercambio de material
genético entre ambos, de forma que el gen terapéutico se incaorpora al

esqueleto adenoviral (figura 2).



Vector acarreador Vector con esqueleto de AdS

Sitios de recombinacion homéloga
. e

Linea celular HEK 283

Figura 2. Generacién de vectores adenovirales recombinantes. Se muestra el proceso por
el cual el gen terapéutico se introduce en el esqueleto adenoviral para generar un vector
recombinante; se sefiala en rojo el gen terapéutico, en verde las regiones de homologia (entre el
vector acarreador y el esqueleto del Ad5) y en gris la regién del esqueleto del virus que sera
sustituida por el gen de interés. El proceso se realiza en la linea celular HEK 293 la cual permite
que las particulas adenovirales generadas se repliquen.
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4.2.1.1 Subclonacion del DNAc que codifica para la proteina E7 del HPV en
el vector acarreador pAdl.1RSV-bpA.

Debido a que contabamos con un vector de clonacion que poseia el DNAc
que codifica para la proteina E7 del HFV16, era imperativo realizar la
subclonacidn de esta secuencia en un vector de expresion, (bajo el promator
RSV) mismo que serviria como acarreador del gen de interés. Este vector debia
poseer ademas regianes de homologia con el adenavirus tipo 5, para poder asl
llevar a cabo la cotransfeccidon de este plasmido con aquel que poseia la
secuencia del adenovirus tipo 5. ambos necesarios para la generacidn del
vector adenoviral recombinante portador de la secuencia de E7. El vector de
clonacion fue pSV2-E7 y el vector de expresidn en el cual se realizd la
subclonacion de E7 fue el pAdl.1RSV-bpA. Ambos plasmidos cantaban con
sitios de restriccion para la enzima Hind Il que genera extremos cohesivos; la
digestidn con esta enzima permitié por un lado obtener E7 (inserto) a partir de
pSV2 y por otro linearizar pAdl. 1IRSV-bpA (vector). El inserto y el vector se
purificaron y posteriarmente se ligaron utilizando la er;zima T4 DNA ligasa
incubando a 16°C durante toda la noche. La identidad del vector
pAdl. 1RSVbpA-E7 se confirmd mediante caracterizacién enzimatica con la
enzima Hind Wl (para observar la liberacion del fragmento incorporado) y
adicionalmente realizando secuenciacién con el iniciador RSV 3728, que se
pega en el promotor RSV del vector acameador (para confirmar que el

fragmento se insertd en la crientacidén adecuada).
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4.2.1.2 Cotransfeccion en celulas HEK 293 y ensayo en placa.

Una vez obtenidos el vector acarreador pAdl.1RSV-E7 y el plasmido
portador del esqueleto adenoviral (pJM17), se purificaron mediante los
estuches de midi y mega prep de Qiagen respectivamente, para asi proceder a
la generacion del vector adenaviral recombinante de interés. La cotransfeccion
se realizd en cajas de Petri de 100 mm con células HEK 293 con un 80-90% de
confluencia (mantenidas en DMEM suplementada con 10% de suero de ternera
boving, con menos de 30 resiembras). Para ello se mezclaron 5 pg de vector
acarreador pAdl.1/RSV-bpA-E7 y Sug de vector pJM17 usanda 30 pl de
lipofectamina como agente de transfeccion y 1.3 ml de DMEM sin suero. La
mezcla DNA-lipofectamina-DMEM se incubd 45 min. a temperatura ambiente vy
posteriormente se elevo €l volumen de la mezcla a 6.4 ml con DMEM y se puso
en contacto con las células durante 24 horas a 37°C en una atmadsfera de 5%
de CO;. Después de 24 horas de incubacién, la mezcla de transfeccion fue
removida mediante aspiracién y la monecapa celular transfectada se cubrio can
10 ml de la mezcla agarosai%-medio 2X [mezcla a partes iguales de agarosa
1% en agua + DMEM 2X can HeBS (Hepes 20 mM, NaCl 137 mM, KC| § mM,
glucosa 6 mM y NagHPO4 0.7 mM) y suero de ternera al 10%]. Se incubaron las
cajas nuevamente a 37°C en atmésfera de CQO; al §% durante 10-14 dias. Las
placas se revisaron cada 1-3 dias. Cada 4-5 dias se alimentaron los cultivos
con 10 ml de mezcla agarosal%-medio 2X. Después de 14 dlas de incubacion
se identificaron halos de lisis, los cuales fueron recolectados mediante succion

con ayuda de una punta de 1 mi (recortada en su extremo inferior) y colocados
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en un tubo de 1.5 ml con 1 ml de DMEM,; el trozo de agarosa fue disgregado y
se tomd una alicuota que se analizd mediante PCR para comprobar que se
trataba del vector adenaoviral recombinante esperado. El resto de la muestra se
congeld a —80°C hasta su uso. Una vez demostrada la identidad del vector
adenoviral se procedid a realizar la clonacién y produccion a gran escala del

mismao.

4.2.1.3. ldentificacion del recombinante adenaoviral.

Para realizar este analisis se recolectaron todas las placas de lisis
obtenidas (de la forma descrita en el apartado anterior) para determinar la
presencia del inserto mediante PCR, empleando los iniciadores RSV 3728 (5'
acgecatttgaccattcacc 3) y E73° (5 ttgtacgcacaaccgaagegtaga 3') que se
aparean al exdremo §  del promotor RSV y en la region 3° de E7,
respectivamente). El iniciador E73" empleado para este fin, se disefid sequn la
secuencia del HPV tipo 16 (gi:19908856). y el iniciador RSV 3728 fue disefiado

en BCM. Las condiciones para efectuar la PCR se muestran en la tabla |.
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Tabla |. Candiciones de PCR para la identificacién del adencvirus recombinante. Se
muestran las condiciones empleadas para ampiificar el fragmento de 259 pb, que evidencia a &l
vector adenoviral recombinante que parta la secuencia que codifica para la protelna E7.

REACTIVOS _ VOLUMEN nm ik

Agua Milli Q 944l
Buffer para PCR 10x
MgCl; 256 mM
‘dNTPs 2.5 mM
Taq polimerasa SU/pl
fniclador RSV 372 S5 uki
Iniciador E7 3" 5 uM

BNA

VOLUMEN TOTAL

4.2.2. Produccidon a gran escala y purificacion de los vectores de terapia
geénica,

La produccidn a gran escala, purificacion y cuantificacion de los vectares
para pruebas preclinicas se realizd como se enuncia a continuacion (figura 3).
Para propagar y purificar cada uno de los vectores adenovirales de terapia
génica se sembraron 100 cajas de Petri de 150 mm con células HEK 293.
Cuando las células alcanzaron un 70-90% de confluencia se transdujeron a una
multiplicidad de infeccion (MQI) de 10 (esto es, 10 p.v./célula), con el
sabrenadante conteniendo el adengvirus recombinante resuspendido en DMEM

¢on suerq de ternera al 2%. Las cajas se mantuvieron a 37°C con 5% de CO:y
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96% de humedad relativa, hasta que el efecto citopatico (CPE) fue del 100%
{generalmente dos dias después de la infeccidon). El contenido total de cada
caja de 150 mm fue recolectado y centrifugado y posteriormente la pastilla
celular recuperada se resuspendio en un volumen minimo de medio, que luega
se sometid a 3 ciclos consecutivos de congelacion a —80°C y descongelacién a
37°C ; los virus cantenidos en el lisado celular se recuperaron y se purificaron
en un doble gradiente de cloruro de cesio, tal y como se describe a
caontinuacion (39).

El sobrenadante del vector adenoviral recombinante se deposité en la
superficie de un gradiente discontinuo 1.2g/l-1.4g/l de cloruro de cesio. Las
muestras fueron centrifugadas durante 90 minutos a 4°C a 35 000 rpm en un
rotor SW41Ti. Con ayuda de una pipeta Pasteur se recolecté la banda inferior
del gradiente (comespondiente a las particulas virales completas), la cual se
colocd en la superficie de un gradiente continuo de 1.35 g/L de cloruro de cesia.
Las muestras se centrifugaron durante 18 horas a 35 000 mm a 4°C.
Nuevamente la banda se extrajo del gradiente, se colocd en un cassette de
dialisis (Slide-A-Lyzer) y se dializd primero contra una solucion de Tris 10 mM,
MgClz 1 mM y NaCl 140 mM pH 7.5 y posteriormente contra una solucidon que
ademas de los componentes anteriores contenia glicerol (10%). Esto durante
un periodo de 3 h a 4°C reemplazando la solucidn al téermino de cada hora.
Finalmente la solucidn conteniendo el virus se extrajo del cassette de dialisis
por puncion, se hicieron alicuotas que se depagsitaron en crioviales y se

conservaron a -80°C hasta su uso (36).
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Posteriormente en cada preparacidn viral se cuantificé el nimero de particulas
virales y la dosis infectiva 50 en cultivo de fejidos, TCIDso (de! inglés Tissue
Culture Infectious Dose) {35,37). El primer método de cuantificaciéon se basa en
la evaluacidn de particulas virales (p.v.) en solucidn con respecta a su
contenido de DNA; la preparacion viral se sometid a lisis en un buffer que
contenia 0.1% de SDS, 10 mM de Tris.HCI [pH 7.4}, 1mM EDTA y se calentd a
56 °C durante 10 min, para posteriormente leer la D.O. a 260 nm. Una vez
realizado esto, se procedié a efectuar la determinacion del titulo del stock viral
multiplicando la absarbancia por el factor de dilucién apropiado y el coeficiente
de extincién (1.1 x10'2 virus por unidad de D.Q.260 nm):

p.v./ml = (D.0.260 ) X (dilucion viraly x (dilucion de (a cuveta)x 1.1 x10'%,

En la TCIDsy se hicieron diluciones de la preparacion viral, se pusieron en
contacto con células HEK 293 cultivadas en placas de 96 pozos en DMEM con
suero fetal bovino al 2% y después de 10 dias de incubacién a 37 °C con 5%
de COg, se determind bajo el microscopio la presencia o ausencia de efecto
citopatico en cada pozo. Se determind la proporcion de pozos positivos por
Gada hilera de la placa de titulacion; finalmente el titulc se determiné usando el
método estadistico de Karber, en donde por 100 pl de la dilucidn el titulo es
igual a TCIDse/ml= 10*d 05

donde d= Logio de la dilucién

S= La suma de proparciones (iniciando siempre de la primera dilucién)
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Adicionalmente se realizaron pruebas de esterilidad con pruebas

microbiolégicas tradicionales para asegurar que las preparaciones estaban

libres de bacterias y hongos.

Células transducidas Recoleccion

del numero de p.v./m! '

Dialisis

Prueba de
esterilidad

lacion

Figura 3. Produccién a gran escala y purificaciéon de adenovirus en gradiente doble de
CsCl. Se observa el proceso por el cual se produjo y purificé los vectores adencovirales a traves
de un gradiente discontinuo (en el cual se observan dos bandas, la superior corresponde a
particulas virales inactivas y la inferior a particulas activas) y uno continuo de CsCl (banda
blanca que corresponde a las particulas virales activas). Una vez purificada, la preparacion viral
se cuantificé y sometié a pruebas de esterilidad para luego ser administrada en el modelo
animal.
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4.2.3 GENERACION DEL MODELOQ ANIMAL.

A continuacion se desctibe el proceso de generacion del modelo tumoral

animal propuesto para los estudios in-vivo.

4.2.3.1. Células Tumorales.

Las células TC-1 se mantuvieron en condiciones de cultivo utilizando medio
DMEM suplementada con suero de ternera al 10% a temperatura de 37°C y
una atmosfera con 5% de CQO;. Para la implantacion en el modelo in-vivo, las
células fueron recolectadas de cultivos en monocapa mediante lavado ¢con
DMEM sin suero y un tratamiento con tripsina al 0.25%, se cosecharon y se
recuperaron en un tubo con medio completo (DMEM mas suero de ternera al
10%), se centrifugaron a 2000 rpm durante 3 min. Finaimente se cuantificaron y

resuspendieron en DMEM sin suero para posteriormente ser implantadas en las

ratonas.

4.2.3.2. Implante de celulas tumarales TC-1 on ratones C57BLJ6.

En un experimento previo se determind el nimero de células requerido
para generar tumores de 5 mm de didmetro mayar, de forma tal que se
implantaron de foorma subcutanea 5x1 0° células (resuspendidas en DMEM sin
suero) en el flanco derecho de cada roedor utilizando un volumen de inyeccidn
de 100 L. Se realizaron inspecciones de las ratonas implantadas cada dos dias

para ver su estada de salud y determinar el progreso del tumor.
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4.2.4. Escalamiento de dosis de vectores de terapia génica.

Para poder iniciar los experimentos de terapia génica in vivo fue necesario
determinar las dosis toxicas de los vectores y la dosis maxima tolerada por las
ratonas que tuviera efecto antineoplasico. Para ello se probaron la siguientes
dosis de cada uno de las vectores: 1x10%, 1x10% y 1x10' y se realizaron curvas
de crecimiento tumoral para determinar la dosis mas efectiva. Una vez

determinada ésta, se procedid a realizar los estudios de terapia génica

prapuestos.

4.2.5. Terapia génica in vivo,
Las animales implantados con células tumorales se dividieran en dos

grupos, cada grupo constd de 20 ratones; diez para curvas de crecimiento

tumoral y otros diez para anélisis de supervivencia.

4.2.5.1. Grupos Terapéuticos,

Una vez que se establecieron tumores de aproximadamente § mm de
diametro mayor, las ratonas se anestesiaron con pentobharbital (17 mg/kg). El
vector adenoviral se administrd mediante la inyeccion de 20 ul de la dilucién
adecuada, directamente en el tejido tumoral, utilizando una jeringa Hamilton de
100 ul de capacidad equipada con una aguja G 27. La administracion de los
vectores se realizé en 20 ratonas por grupo, de las cuales diez entraron al
protocolo de estudio de evolucion tumoral y analisis histopatoldgico y se

sacrificaron 24 dias después de la administracion del vector. Las diez ratonas

33



eriades ¥

Mé&o

oM.

dos

€

restantes de cada grupo entraron al protocolo de analisis de supervivencia. Los
grupos terapéuticos ensayados fueron |0s siguientes:

1. Inmuncestimulacion con AdSRSV-HPV16-E7.

2. Inmuncestimulacién con AASRSV-mIL-2.

3. Inmunoestimulacién con AASRSV-mGM-CSF.

4. Inmungestimulacion con AJSRSV-HPV16-E7+AdSRSV-miL-2

5. Solucion de dislisis (solucion de suspension de los vectares adenovirales)

como control para efectos antitumericidas de la inyeccidn intratumoral.

4.2.6. Andlisis de crecimiento tumoral.

La evolucién del crecimiento tumaral se monitoreé cada tercer dia con
ayuda de un calibrader tipo Vernier, midiendo el diametro mayor y menor del
tumor. Con los datoas abtenidos, se determino el valumen tumaral cen la férmula
empleada para calcular el volumen de un elipsoide (38-41):

Voluimen= m1%xm2x0.5236
donde m1= diametrg menor

m2= diametro mayor

Se determind el crecimiento de los tumores en |0s animales de la siguiente
manera. Con los valores de los diametros mayar y menor del tumor se

determing un diametro promedio (DP) para cada observacion puntual, como se

indica en la férmula 1:
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Formula 1

DP= (diametro mayor+diametro menor)/2

En el analisis del crecimiento tumoral, los datos recolectados en cada
observacian (DPqyiq x) se dividieron por el valor del DP al dia de la transduccion
(DPaiaa) y se multiplicaron par 100 para obtener el indice de crecimiento relativo
o ICR (ver formula 2). Los valores del ICR de cada tumor en cada punto de la

abservacion se promediaron para cada grupo de tratamiento y se determinaran
los errores estandares.

Fomula 2
ICR= (DPgia x { DPgiag) x 100

Para los estudios de eficacia antineoplasica, se agruparon y promediaron
los ICR de los animales pertenecientes a los grupos tratadoes con los vectores
terapéuticos y con el vector control. A este ICR se le restd 100 para obtener |a
proporcion neta de crecimiento tumaral o PNCT (ver formula 3) en cada puntc
de la observacion y se determinaron los promedios y errares estandares para
cada grupo. Con estos datos se canstruy6 la curva de crecimiento para analizar
la eficacia de cada una de los tratamientos (determinar si en los grupos de

experimentacion hubo reduccion del volumen del tumor o regresidn tumoral).

Formula 3

PNCT= IGRg@ 100
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4.2.7. Andlisis de supervivencia.

En este estudio, se repitid €l experimento anteriormente descrito, pero
los animales no se sacrificaron y se determind la supervivencia de cada uno
hasta que estuviera en malas condiciones generales o cuando el tumor
alcanzaba un diametro mayor a 2.5 cm, dificil de ser tolerado por |la ratona. Con
los datos de supervivencia de cada animal se realizé una curva de Kaplan-
Meier para analizar la eficacia de la terapia génica para prolengar la

supervivencia en cada modelo de implantacién.

4.2 8. Ensayo de linfocitos citotéxicos anti-TC-1.

Para determinar la generacion de respuesta inmune celular inducida
por la terapia génica en contra del tumor, se realizd el ensayo de Linfocitos T
citotoxicos empleando el agente de axido-reduccion azul alamar (42, 43). Los
ratones implaniados sometidos a tratamiento se sacrificaran mediante
dislocacian cervical el dia 24 después de la administracion del vector de terapia
génica. Inmediatamente después del sacrificio en la campana de flujo laminar
en condiciones de estricta asepsia se extrajeron los bazos de 3 ratonas de
cada grupo de implantacidén y tratamiento. Se procedio de la misma manera con
los controles no tratados (ratonas de la misma edad no implantadas con el
tumor y no tratadas con vectores de terapia génica, ratonas implantadas con
tumor a las cuales solo se les administrd solucidn de dialisis). Despues del
sacrificio, los animales fueron sumergides en un vaso con etanol al 70% e

inmediatamente introducidos a la campana de flujo laminar en dande con
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ayuda de instrumentos quirirgicos esterilizados se extrajeron los bazos de cada
una de las ratonas. Los bazos se colocaron en una caja de Petri con 3 ml de
DMEM, se lavaron y se cambiaron a otra caja con DMEM fresco. La extraccion
de linfocitos se realizé como sigue, se colocg el bazo sobre una malla de acero
inoxidable y con ayuda del émbolo de una jeringa de § ml se macerd muy
suavemente el bazo de forma que al final se quedé la capsula casi intacta en la
superficie de la malla y los acimules de células que pasaron a través de ella se
recuperaron en DMEM. Con ayuda de una jeringa se tomo la suspension y se
disgregaron los acimulos celulares aspirando y regresanda la suspensidn a la
caja varias veces. Inmediatamente despues se paso a un tubg conico de 15 ml
y se lavé un par de veces con DMEM con 5% de suero fetal bovino. Como |a
salucidn contenia una gran cantidad de eritrocitos, se resuspendid en una
solucién de lisis {(0.15 M de NH,CI, 1 M de KHCO2 y 0.1M de Naz;EDTA pH 7.4)
y se incubé § min. a temperatura ambiente con agitacion ocasional. Después
de la incubacién se llend el tubo con medio y se centrifugd a 1200 rpm y se
elimind el sobrenadante. Se repitid la operacin anteriormente descrita y se
resuspendid en DMEM para proceder a la cuenta de ceélulas.

El dia previo al ensayo, se realizé una resiembra de células TC-1
(1x10“ cels/pozo en 50 ul de medio) que serian utilizadas como células blanco
a una confiuencia aproximada del 70%. El dia del ensayo las células efectoras
{linfocitos) y las células blanco (TC-1) fueron mezcladas en proporciones de
100:1, 50:1, 25:1 y 12.5:1 en una placa de 96 pozos para cultivo celular, de

fondo redanda (por triplicado). En paralelo se colocd en una serie de pozos
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unicamente células blanco y en otra células efectoras (para la medicion del
ruido de fondo) .Tres pozos se llenaran con células TC-1 sin linfocitos (lisis
espontanea), 3 pozos fueron llenados con células TC-1 tratadas con el
detergente Tritdn al 1% (para referencia del valar de lisis total) y otros tres con
medio Unicamente. Las células se colocaron a 37°C en una atmosfera con §%
de CO; y se incubaron durante 4 h. Después de este periodo se adicionaron 10
ul de azul alamar a cada uno de los pozos. Las placas se regresaron a las
condiciones de atmdsfera y temperatura mencionadas por un periodo de 16 h.
Luego de la incubacién las placas fueron leidas en un lector (Multiskan EX) con
un filtra de excitacidn de §70 nm y uno de emisién de 600nm. Finalmente, se

determind el porcentaje de lisis especifica. Los ensayos se realizaron por

triplicado.

4.2.9. Andlisis histolégico de los tumores.

Los ratones se sacrificaron mediante dislocacion cervical, 24 dias
después de la transduccion con los vectores adenovirales (para este dia los
animales comenzaban a mostrar signos de mal estado general), se les extrajo
el tumar y el bazo (para analisis de histologia y ensayo de linfocitos T
citotéxicos). El tejido tumoral se fijo en formaldehido al 4% (en PBS), se
incluyeron en parafina y se realizaron cortes de 4um, los cuales se tifieron con
hematoxilina y eosina. Posteriormente las laminillas de histologia fueran

analizadas por la patdloga, Dra. Nangy Elena Guzman Delgado, para la

interpretacion de los hallazgos.

33



Materinles y Mé&odos
Tergpia genicg para el cdncer cérvicoutering en un modelg muring

4.2.10. Andalisis estadistico de los resultados.

Los resultadas de los experimentos realizados se analizaron

empleando las pruebas estadisticas de ANCOVA y Kaplan-Meier.
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CAPITULO V

RESULTADOS

5.1. GENERACION DEL VECTOR ADENOVIRAL Ad5RSV-HPV16 E7.

5.1.1. Subclonacién del DNAc que codifica para la proteina E7 del HPV 16

en el vector acarreador pAdL.1RSV-bpA.

El primer paso para generar el vector adenoviral de interés fue subclonar el
DNA complementario que cedifica para la proteina E7 en el vector acarreador.
Se confimd mediante la digestion con la enzima Hind [l que efectivamente el
fragmento correspondients a E7 se habia incorpaorado en el vector de expresion
(figura 4) y de acuerdo al resultado de la secuenciacidn, que éste se habia
insertado en la arientacion adecuada para expresion. De esta forma se obtuvo

el vector pAdl. 1RSV-bpA-E7 que se utilizd en el siguiente paso.
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Figura 4. Caracterizacion del vector pAdl.1/RSV-bpA E7 . Gel de agarosa al 1% donde se
muestra la digestion del vector acarreador que porta la secuencia de E7 con la enzima Hind lll;
la digestion con esta enzima libera el inserto de 321 pb correspondientes a E7.

5.1.2. Cotransfeccion en células HEK 293 y ensayo en placa.

Se realizo la cotransfeccion de pAdl.1RSV-bpA-E7 y pJM17 y después de
14 dias de incubacién identificamos halos de lisis que ponian de manifiesto la
presencia de particulas virales activas (Figura 5). Posteriormente procedimos a

identificar el vector adenoviral de interés.
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Figura 5. Halos de lisis en células cotransfectadas. Se muestra la cotransfeccion de
pAdl.1/RSV-bpA-E7 y pdJM17. Con las flechas se sefiala las areas de lisis que ponen de
manifiesto la presencia de particulas virales activas.

5.1.3. Identificaciéon del recombinante adenoviral.

Con ayuda de los iniciadores RSV 372 S y E7, se analiz6 mediante PCR
las placas de lisis obtenidas y se constatd que correspondian al vector
adenoviral recombinante pAdSRSV-HPV16E7. Como se muestra en la figura 6,

se amplificé un fragmento del tamafio esperado de aproximadamente 259pb.
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Figura 6. ldentificacién mediante PCR del adenovirus recombinante pAd5SRSV-HPV16E7.
Gel de agarosa al 1% en donde se muestra la banda correspondiente al producto amplificado de
259 que confirma la identidad del vector adenoviral recombinante que porta la secuencia que
codifica para la proteina E7.

5.2. PRODUCCION A GRAN ESCALA Y PURIFICACION DE LOS VECTORES
DE TERAPIA GENICA.

Se transdujeron 100 placas de células HEK 293 con cada uno de los
vectores adenovirales empleados para los ensayos de terapia génica; despuées
de dos dias se observé un efecto citopatico del 100% (Figura 7), entonces las
células se lisaron y los virus se purificaron por centrifugacién en un doble

gradiente de CsCl.
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Figura 7. Efecto citopatico en células HEK 293. Se observa que la morfologia de las células
aparece redondeada, después de dos dias de haber realizado transduccion con adenovirus, lo
cual es un rasgo caracteristico del efecto citopatico.

En la tabla Il se muestran los resultados de la cuantificacién de particulas
virales a partir de los adenovirus purificados. A éstas preparaciones se les

realizaron pruebas de esterilidad, las cuales resultaron negativas en todos los

Casos.

Tabla Il. Cuantificacién de particulas virales. Se muestran los resultados de la cuantificacion
de cada una de las preparaciones adenovirales purificadas en gradiente de CsCl.

Vector adenoviral pviml TCIDso/ml
AdSRSV-HPV16E7 1.0x 10" 6.3x10"
AdSRSV-IL2m 9.0x 10" 6.3x10"
Ad5RSV-GMCSFm 48x 10" 6.3x10"



Resuitados

Terapia génicg parg ef cincer cérvicouterine em un madelo muring

5.3 GENERACION DEL MODELO ANIMAL.
5.3.1. Generacion de tumores en ratones C57BLJ/6.

Después del implante de 5x10° células tumarales y de un periodo de

aproximadamente 13 dias, observamos la aparicion de tumores con un

diametro mayor promedio de 5 mm.

5.4. ESCALAMIENTO DE DOSIS DE VECTORES DE TERAFIA GENICA.
Los experimentos de escalamiento de dosis mostraron que la dosis

maxima de 1x10"" p.v. fue tolerada por los ratanes y no presentd efectos
téxicos en el caso de AJSRSV-GMCSFm y AdSRSV-HPV16 E7, mientras que

en el caso de AdSRSV-IL.2m fue de 1x10'° p.v. Con base en este estudio, se

seleccioné la dosis 5x10" p.v. para llevar a cabo los experimentos

comparativos de las efectos de la terapia génica en los diferentes grupos de

tratamiento,

5.5, EFICACIA DE LA TERAPIA GENICA EN EL MODELQ ANIMAL DE
CANCER CERVICOUTERINO.

5.5.1. Curva de crecimiento tumoral.
La curva de crecimiento tumoral mostrd que en ningun grupo de tratamiento
hubo regresion tumoral; sin embargo se observé una ligera reduccién del

velumen del tumor en los grupos tratados con los adenovirus AdS RSV-iL2m,

Ad5RSV-HPV16E7 y con la combinacidn de ambos vectores en ¢l dia 18. La

inhibicién del crecimiento tumoral que mostré una mayor diferencia fue la del
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grupo tratado con IL-2 con respecto al control, después del dia 18, se perdi6 la
diferencia significativa entre ambos grupos, como lo muestra el analisis de
covarianza (Figura 8). Sorprendentemente, el grupo tratado con el AdSRSV-
GMCSF muestra un crecimiento tumoral mas acelerado que el resto de los

grupos, incluyendo al control.

Crecimiento tumoral
350.00
300.00 I
|
250.00 -
I // L~
» = E7 n=10
200.00 : =
I —~IL2+E7 n=10
150.00 b |
Z SD n=10
100.00
T
50.00
L 3
O.w A T

300 6.00 9.00 12.00 15.00 18.00 21.00 24.00
dias postransduccion

imal. El retraso en el
Fi 8. Efecto de los vectores de terapia génica en el modelo an
c:g::‘irr:ianto tumoral fue evidente y significativamente diferente (p=0.000003) en el grupo tratado
con el vector AdSRSV-IL2 (rombos) durante los 18 dias posteriores a la inyeccion del vector
terapéutico, con respecto al grupo control.
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5.5.2. Analisis de supervivencia.

Este estudio no mostré ventajas de supervivencia para los grupos que
recibieron los vectores terapéuticos; sin embargo el grupo tratado con AdSRSV-
IL-2m mostré una supervivencia hasta el dia 51, superior a la observada en el

resto de los grupos, pero que no resultd significativamente diferente de la

supervivencia observada en el grupo control (Figura 9).
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Figura 9. Andlisis de supervivencia. Gréfica de Kaplan Meier, que mue |
efgcto de incremento de la supervivencia en los grupos terapéuticos oon‘respeqto al. contrgl. Sszn
embargo en el grupo tratado con AdSRSV-IL2 se aprecia una diferencia significativa (p=0.02)

comparado con el resto de grupos terapéuticos.
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5.5.3. Ensayo de linfocitos T citotéxicos anti-TC-1.

Este analisis demostro la activacion de la respuesta inmune celular en
contra de la linea tumoral TC-1 en todos los grupos, pero el grupo tratado con
Ad5RSV-IL2 muestra una diferencia notoriamente significativa (p=0.004) con
respecto a el grupo control (Figura 10).

% Lisis

i citotdxica de los
F un1o.mmmMocMTcmca.Semumhacﬂwdad
lin?ochsTmMgmpmammbxmpe%t:dep:%&MMaMm
tratado SV-IL2 en los pozos de relacion E: =
:Igrupo a?gﬁmmnyrmammuuno(wm
target), es decir, las células TC-1.
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5.5.4. Analisis histopatolégico de los tumores.

En los tumores implantados se observd necrosis focal acompafada de
hemorragia, lesiones de isquemia focal y numerosos capilares infiltrando la
neoplasia. Sin embargo se observé solo en algunos casos infiltrado linfocitario

importante (Figura 11).

Figura 11. Andlisis histolégico de tumores. Cortes tumorales tefiidos con H y E. Se observa
un tumor tratado con SD (A y B) y un tumor tratado con AdSRSV-IL2m (C y D). A pesar de que
se observaron areas de infiltracién linfocitaria en los tumores tratados con AASRSV-HPV16E7,
Ad5RSV-IL2m y AdJSRSV-GMCSFm los resultados intragrupo no fueron consistentes. A y C:
Magnificacion 50x. B y D: Magnificacion 400x.
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CAPITULO VI

DISCUSION

La cirugia, la radioterapia y |a quimioterapia son tratamientos estandares en
oncalogia (44,45) pero en varias ocasiones no son muy eficaces y ademas, su
utilizacion se asocia con efectos adversos indeseables, principalmente
secundarios a sus efectos sabre drganos y tejidos extratumorales. La terapia
génica del cancer es una herramienta relativamente nueva, con el potencial
para erradicar células tumorales con un buen grado de selectividad sin dafar el
tejido normal y que por lo tanto, tenga efectos sistemicos adversos mas
limitados (46). Este tratamiento involucra la utilizacién de métodos moleculares
para reemplazar genes defectucsos o ausentes implicados en el proceso
neoplasico, para contrarrestar genes sobreexpresados, o para introducir
madificaciones genéticas que cambien el metabolismo celular y puedan ser
benéficas en el tratamienta del cancer (47-50). Una de las modalidades de |a
terapia génica es la inmunogenoterapia, cuyo objetiva, en el caso particular del
cancer, es potenciar la respuesta inmune cantra las células tumorales, pero no
contra las células normales (51). Como con cualquier otro medicamento, las

caracteristicas terapéuticas de los genes de terapia génica deben probarse y el
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uso de modelos animales permite evaluar el potencial de aplicacion de este tipa
de tratamientos nuevos.

Se han realizado varios trabajos en los cuales se han empleado vectores
virales que portan las secuencias génicas aqui empleadas y en los que se ha
encontrado cierta eficacia terapéutica en neoplasias, incluidos algunos estudios
sobre CaCU (40,52-56), pero se han realizado pocos estudios que combinen el
tratamiento de proteinas antigénicas & interleucinas. Debido a que en este tipo
de tumor se reconoce |a participacion de un antigeno asociade a tumor, como
la proteina viral E7, y la participacion del sistema celular inmune para controlar
esta neoplasia, entre las cuales se han reportado las interleucinas del tipo Th1,
se planted como objetive de este trabajo el investigar la eficacia antitumoral de
vectores adenovirales portando los genes de la IL-2m, y del GM-CSFm, asi
coma el antigeno asociado a tumor E7 del HPV 16, en un modele murino de
CaCuU (implantacion subcutanea de células TC-1), en el cual los vectores se
inyectaron directamente en el tumor.

Como en los ensayos de terapia génica es importante determinar la dosis
de vector que debe administrarse para observar un efecto terapéutico de forma
segura para que no resulten téxicos al ser aplicades, hicimos lo propio en este
estudio. Con el vector AASRSV-IL2m se observd un efecto antitumoral a la
dosis de 5x10" p.v. similar a la reportada par otrgs autores (40), mientras que
la dosis de 1x10" p.v. resulté téxica. Aunque en el presente trabajo no se
observd toxicidad con los vectores AdSRSV-GMCSFm y AdSRSV-E7 a una

dosis de 1x10"' p.v., se utilizd una dosis similar a la empleada con el AdSRSV-
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IL2m. Es importante mencionar que en otros tumores se ha reportado que la
administracion de vectores adenavirales que portan la secuencia codificante de
IL-2 tienen un efecta antitumoral importante, solo o en combinacién con otras
interleucinas ¢ con antigenos asociados a tumor (40,52 57,58) y que por lo
tanto, se decidid explorar el efecto de combinaciones con IL-2 en nuestro
modelo 3 dosis semejantes a las establecidas en los estudios de escalamiento
de dosis.

Como se hiza notar en el capitulo de resultados, las curvas de crecimiento
tumoral muestran que los tratamientos con AdSRSV-IL2m, AdSRSV-E7 vy
AdSRSV-IL2Zm+AdSRSV-E7 tuvieron una respuesta antitumoral, en
comparacion con los tratamientos con AdSRSV-GMCSFm y SD, pero cuando
se observan los resultados globales de los experimentos realizados, la
respuesta terapsutica mas interesante fue la observada con el vector AdSRSV-
IL2Zm administrado de manera aislada. Para este grupo experimental se
determind un retraso en el crecimiento tumoral hasta el dia 18 postransduccion
en los tumores tratadas, la cual resultd estadisticamente significativa. También
se registré una importante respuesta en el grupo tratado con este vector en el
ensayo de CTLs que no se cbservd en los otros grupos experimentales. Sin
embargo, el analisis de las curvas de Kaplan-Meier muestra que la terapia con
Ad5RSV-IL2Zm no ofrecid una ventaja significativa para la supervivencia de este
grupo de tratamiento, indicando que la respuesta citotdxica observada no fue

suficiente para generar una actividad antitumoral eficaz.
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Ce manera general, jos hallazgos histopatolégicos para el grupo tratado
con AdS5RSV-IL2Zm y para e! resto de los grupos experimentales reflejaron areas
de crecimiento expansivo con rica vascularizacion y areas de necrosis focal
acompanadas de hemorragia; lesiones de isquemia focal y numerosos
capilares infiltrando la neoplasia, acordes con la observacién del crecimiento
neoplasico. Solo en alguncs casos se aobservd un infiltrado linfocitario
importante, pero este no se Ilimité a un grupc experimental particular,
observandose en algunos ratones de cada grupo, por lo que no se pueden
generar conclusiones acerca de respuesta inmune importante mediada por
linfocitos in-vivo en estos estudios anatomopatolégicos, lo que contrasta con los
hallazgos del ensayo de linfocitos T citotéxicos, en donde se encontré una
buena respuesta en el grupo ftratado con el AdSRSV-ILZm. Lo anterior
probablemente se deba entre otras cosas a que la respuesta in vivo esta
influida por el microambiente tumoral y al rapido crecimiento tumaoral en este
modelo de estudio del cancer.

Los resultados de este estudio comroboran los de otros ensayos preclinicos
€n donde los vectores adenovirales que portan el gen de IL-2 tienen actividad
antitumoral (un ejemplo es el cancer mamario), debide a la capacidad de esta
citocina de estimular la actividad de los linfocitos T (40,41,59-61). Sin embargo,
en el caso particular de este modela de CaCU, la administracién de AdSRSV-
IL-2m no es suficiente, aunque es pasible que la combinacion de esta citocina

con otros inmunocestimuladores pudiera mejorar la respuesta terapéutica.
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En la inmunoterapia, los antigenos especificos de tumor son capaces de
inducir una fuerte inmunidad protectora mediada por células T contra tumores.
En la infeccion con HPV y cancer cervical, E7 ha sido un blanco principal de
vacunacién terapedtica y profildctica debido a que puede ser altamente
inmunogeénica y ser expresada en celulas de cancer cervical (34,51,62,63).
Shick y cols. encontraron que la administracién intratumoral de Ad5-IL12 en
combinacion con la proteina E7 tuvo efecto en un modelo murine de CaCuU
observandose un 40% de regresion tumoral (63).

En lo que corresponde a la administracion del AASRSV-E7 en este estudio,
na se observd una respuesta terapéutica al compararse con el grupo control.
Ademas, |a combinacion de este vector con AdSRSV-IL2Zm no mostrd sinergia,
lo que contrasta con el trabajo de Shick y cols. donde se observa regresion
tumoral al administrar simultaneamente Ad-IL12 y E7. Esto se padria atribuir a
que en este ultimo trabajo se administrd la proteina E7 en dos ocasiones, lo
cual puda favorecer una respuesta inmune mas prolongada, ¢ también a una
mayor potencia de la interieucina IL-12 (63).

Con respecto al vector AdSRSV-GMCSFm, se han realizado trabajos en los
que se ha empleado un adenavirus que codifica esta interleucina para
transducir células tumorales de pulmon en un modelo munino. La terapia génica
utilizando exclusivamente esta citocina o en combinacion con una proteina de
choque térmico demastraron regresion tumoral (54, 64).

En el presente trabajo, se observd en la curva de crecimiento tumoral que

AdSRSV-GMCSFm no mastrd respuesta antitumoral.
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La interleucina GM-CSF regula el crecimiento y diferenciacion de ceélulas
hematopoyéticas y esta involucrada en la angiogénesis (65-72). Esta citocina
se ha empleado ampliamente para potenciar €l nimero y la actividad de
granulocitos y monocitos aumentando por consiguiente la defensa del huésped
(73). Aparte de su actividad inmunoldgica, GM-CSF también estimula la
migracion de células endoteliales y la formacion de nuevos vasos sanguinecs a
partir de vasos pre-existentes (angiogénesis) (67,74-76). Este proceso esta
regulado estrechamente por factores proangicgénicos y antiangiogenicos.
Tedricamente, GM-CSF también puede inhibir la angiogénesis (67,77,78).

Camo es sabido el crecimiento continuo de las neoplasias y la produccion
de metastasis depende de un suministra adecuado de sangre. La extension de
la angiogénesis estd determinada por el balance entre moléculas reguladaras
positivas y negativas. Los mecanismas que regulan la angiogenesis en tumores
de diferentes origenes histologicos, son diversos (79). En pacientes con cancer
de cabeza y cuello se ha asociado la expresion de citocinas proinflamatorias y
proangiogénicas con un incremento en el crecimiento tumoral y metastasis y
una disminucion en la supervivencia (80,81), de manera que se postula que
esas citocinas pueden jugar un papel importante en promover la tumorogénesis
in vivo (80,82). En un esltudio de carcinogénesis cutanea se observd que
factores de crecimiento hematopoyética como GMCSF pueden funcionar coma
mediadores de progresién tumoral in viva (83,84).

En este trabajo se anticipaba un efecto antitumoral con la administracién

del AdSRSV-GMCSFm. Sin embargo, con los antecedentes mencionadas,
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puede suponerse que los hallazgos obtenidos con este vector se hayan debido
a la actividad angiogénica de la citocina, lo cual pudo haber favorecido la
progresion del tumor.

De acuerdo a los resultados de este trabajo, en un estudio futuro valdria la
pena explorar |la eficacia preclinica de la combinacion de un tratamiento de
terapia génica con AASRSV-IL2 con otros inmunocestimuladores. También seria
interesante ensayar la administracion de éste adenovirus con tratamientos
antineoplasicos convencionales como la radicterapia o la quimioterapia, como
se ha reportado en otros estudios en los que hacen combinaciones similares

entre inmunogenoterapia y otras agentes antitumorales (44,85).
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CAPITULO VII
CONCLUSIONES

Los estudios de supresion de crecimiento tumoral, de supervivencia y de

linfocitos T citotdxicos muestran en general que:

AdSRSV-ILZm generd una respuesta terapeutica al dia 18 de

tratamiento.

AdSRSV-E7 tuvo un efecto terapeltico, pero menor que el de AdSRSV-
IL2m.

La combinacion de AASRSV-IL2m+ AdSRSV-E7 no mostrd sinergia o

efecto aditivo. Par el cantrario, mostré menor efecto que AASRSV-IL2m

solo.

La inyeccion intratumoral de AdSRSV-GMCSF no resulta en una

supresion del crecimiento tumoral.

En el estudio de supetvivencia no hubo diferencias significativas entre

los diferentes grupos de tratamiento.
El ensayo de linfocitos citotoxicos para analizar el efecto inmunalégico,

revela diferencias entre los grupos de tratamiento; se¢ observa una

respuesta citotdxica incrementada en el grupo tratado con AdSRSV-IL2m
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que fue incluso superior que en el grupo cambinado AdSRSV-
IL2m+AdSRSV-E7.
- Los estudios histopatolégicos no sugieren un efecta citolitice e

inflamatorio antitumoral en los tratamientos realizados.

Los resultados de este trabajo, con este modelo animal en particular,
sugieren que de todos los vectores probados en este estudio el AASRSV-
IL2m es el dnico que tuve un efecto antineoplasico estadisticamente
significativo, pues aunque no fue capaz de eliminar el tumor, si demastrd un
ligero refrasa en la evolucibn de la neoplasia hasta el dia 18
postransduccianal en los ratones tratados y demostré tener un efecto

importante en la generacion de linfocitos citotéxicos en los ensayas in-vifro.
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