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RESUMEN

MCP. Elvis Martinez Jaramillo Fecha de Graduacion: Septiembre 2015
Universidad Auténoma de Nuevo Le6n
Facultad de Medicina

Titulo: EVALUACION DEL EFECTO CITOPATICO INDUCIDO

POR UN ADENOVIRUS ONCOLITICO EN UNA LINEA CELULAR
MURINA UTILIZADA COMO MODELO DE CANCER CERVICAL

Numero de paginas: 48 Candidato para el grado de
Maestria en Ciencias con

Orientacion en Morfologia

Area de Estudio: Morfologia

Propésito y Método del Estudio. Los adenovirus oncoliticos ofrecen un tratamiento
muy prometedor para combatir al cancer. Estos virus se replican pobremente en
células de ratén, por lo que para evaluar su eficacia para destruir tumores, usualmente
se implantan células tumorales humanas en las cuales si se replican los virus, pero con
el inconveniente que se deben usar ratones inmunosuprimidos, para evitar que su
sistema inmune elimine estas células por ser de diferente especie. Sin embargo, estos
ratones no representan un modelo adecuado para evaluar la eficacia terapéutica
de dichos adenovirus en ensayos preclinicos, ya que carecen de mecanismos de
defensa propios del sistema inmune que pudiesen coadyuvar en la proteccién contra el
tumor y/o eliminacién del adenovirus. Actualmente no existe un modelo de cancer de
cérvix en ratones silvestres (inmunocompetentes) en los cuales los tumores se
desarrollen a partir de células murinas y que los virus oncoliticos se
repliquen eficientemente, al igual que en las células humanas, y se permita evaluar su
efecto antitumoral.

Se ha demostrado que los genes E6 y E7 del HPV-16 facilitan la replicacion de los
adenovirus. En este trabajo por primera vez se evalud la capacidad de replicacion
de un adenovirus oncolitico en la linea celular murina TC-1 la cual posee los genes E6 y
E7 del HPV-16. Demostramos que el adenovirus oncolitico Adhz60 indujo en la linea
TC-1 un efecto citopético evidente, disminuyd importantemente su viabilidad celular,
indujo la expresion de proteinas virales tempranas y tardias, fue capaz de generar una
progenie viral infectiva y de inducir apoptosis.

Contribuciones y Conclusiones. Con nuestros resultados demostramos que la linea
celular murina TC-1 es permisiva para la replicaciéon del virus oncolitico Adhz60. Por lo
tanto, las células TC-1 pueden ser usadas como modelo tumoral para evaluar adenovirus
oncoliticos en ratones inmunocompetentes.
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Director de Tesis
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Capitulo 1. INTRODUCCION

La terapia con virus oncoliticos ha dado buenos resultados en ensayos
clinicos al administrarse en combinaciéon con quimioterapia, aunque no es un
tratamiento convencional contra el cancer. Los adenovirus oncoliticos se
replican deficientemente en células de raton, por tal razén los estudios
preclinicos realizados hasta el momento para probar la eficacia de estos virus
se han llevado a cabo en tumores de células humanas implantadas en ratones
inmunosuprimidos. Sin embargo, este modelo de ratén inmunosuprimido no es
adecuado ya que no refleja la participacion del sistema inmune, los efectos
colaterales de la replicacion y la biodistribucion del virus, por lo que es
necesario establecer un modelo inmunocompetente que ayude a evaluar todos
estos aspectos. Actualmente no existe un modelo de cancer de cérvix en
ratones silvestres (inmunocompetente) en los cuales los tumores se desarrollen
a partir de células murinas y que los \virus oncoliticos se
repliquen eficientemente, al igual que en las células humanas, y se permita
evaluar su efecto antitumoral. Por otro lado, ya se ha reportado que los genes
E6 y E7 del HPV-16 facilitan la replicacion del adenovirus. En el presente
trabajo, se evaluod la capacidad de replicacién de un adenovirus oncolitico en la
linea tumoral murina TC-1 que posee los genes E6 y E7 del HPV-16.
Demostramos que la linea celular TC-1 es permisiva para la replicacion del

adenovirus oncolitico Adhz60 y es capaz de producir particulas adenovirales



infectivas. Estos resultados indican que es posible usar la linea celular murina
TC-1 como modelo tumoral en ratones inmunocompetentes para evaluar la

eficacia del tratamiento con adenovirus oncoliticos.



Capitulo 2. ANTECEDENTES

2.1. VIRUS ONCOLITICOS

En 1912 se reportd la remision de cancer cervical después de la
inmunizacion con el virus de la rabia y dio la primera evidencia de oncdlisis viral.
(Campbell and Gromeier, 2005). Posteriormente algunos reportes de casos
documentaron la remision de pacientes con cancer que tenian asociacién con
alguna infeccion viral, como ocurri6 en pacientes con Leucemia Linfocitica
Crénica después de vacunarse con el virus de la viruela o en pacientes con
Linfoma de Hodking después de infectarse con el virus del sarampion
(Nemunaitis, 1999).

Algunos virus tienen la propension de replicarse en células
transformadas, esto debido a que cuentan con defectos especificos asociados
al tumor que impiden la defensa normal contra el virus. A los virus oncoliticos
también se les conoce como virus condicionalmente replicativos debido a que la
maquinaria de replicacién viral solo puede ser complementada en células
tumorales

Los virus producen efectos citotoxicos con la finalidad de multiplicarse y
propagar su progenie. Esta capacidad para destruir células puede ser dirigida
hacia células tumorales como una propiedad muy util para el desarrollo de
nuevos agentes antitumorales. Esta es una caracteristica importante de los

virus oncoliticos, ademas de infectar y replicarse en células tumorales para



destruirlas, tienen la capacidad de no afectar a las células normales, o
infectarlas en un grado no significativo.

La propuesta del desarrollo de vectores replicativos surge hace unas
décadas al observar la baja cantidad de genes transferibles in vivo con
plasmidos y virus no replicativos y la dificultad de macromoléculas como los
anticuerpos monoclonales para penetrar tumores. Con el fin de aumentar la
transduccion en células tumorales, se decidié usar vectores replicativos (Gomez
and Curiel, 2000).

Existen virus que de forma natural ya poseen selectividad contra ciertos
tumores, otros pueden ser modificados genéticamente para darles una
selectividad. Los virus que poseen una selectividad tumoral inherente son el
reovirus, parvovirus autdbnomo, virus de la enfermedad de Newcastle y virus de
la estomatitis vesicular (Hallden et al., 2003). Los virus que se han modificado
genéticamente incluyen adenovirus, herpesvirus, virus del sarampion,
poliovirus, influenza virus y vaccinia virus. Para la investigacion clinica se
consideraron virus de baja patogenicidad y alta capacidad oncolitica, como el
virus de la enfermedad de Newcastle, el virus de las paperas, el virus herpes
simple, el virus Egipto 101, el virus de la influenza, el adenovirus serotipo 5 y el
virus vaccinia.

Las modificaciones genéticas incluyen generalmente dos posibilidades.
La primera consiste en eliminar genes del virus, como por €j. la delecion del gen
E1B del adenovirus (Figura 1). La otra opcién es usar promotores especificos
de tumor/tejido por ej. el promotor de la transcriptasa humana, el del factor de

transcripcion E2F1 o el del factor 1a inducible por hipoxia (Jiang et al., 2006).



Las interacciones que ocurren entre el virus y la célula normal o
cancerosa son complejas, e intervienen factores tanto externos como internos.
Los externos como la adhesién del virus y entrada de las moléculas, y los
internos como factores del hospedero y los productos génicos virales
importantes para la replicacion.

El tropismo de los virus oncoliticos esta determinado por la interaccion de
la superficie de la particula viral con receptores especificos de la superficie de
células del hospedero. Aunque ya se conocen proteinas de unién al virus, la
relacion entre la distribucion de receptores y el tropismo de los virus en
humanos aun no se conoce. (Campbell and Gromeier, 2005).

El efecto terapéutico de los virus oncoliticos se cree que se basa en por
lo menos los siguientes mecanismos: la oncdlisis viral directa consecuente de la
replicacion viral intracelular; la oncdlisis indirecta, por reacciones inmunologicas
con infecciones no liticas de las células tumorales, y la inmunidad
postoncolitica, que son reacciones inmunoldgicas del hospedero contra el

material liberado a través de la citdlisis viral (Campbell and Gromeier, 2005).
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Figura 1. Infeccion por un adenovirus oncolitico con delecion del gen E1B55K. El
adenovirus posee la capacidad de replicarse y destruir células tumorales, lo que hara que libere
mas particulas virales que posteriormente infectaran a otras células tumorales, esto sin afectar
a células normales (Nemunaitis, 1999).

2.2. ADENOVIRUS

El adenovirus es un virus de ADN lineal de doble cadena, no envuelto,
que no se integra al genoma, es litico y su genoma abarca de 30-38 Kb codifica
para 30-34 genes. Las infecciones generalmente ocurren en nifios, puede
infectar una gran variedad de células en divisién o reposo, de higado, cerebro,
pulmén corazbn 'y musculo esquelético. En personas sanas
(inmunocompetentes) causa leves problemas que se autolimitan; sin embargo,
en personas inmunocomprometidas puede causar problemas mas serios. La
clasificacion de los adenovirus esta basada en criterios inmunoldgicos como el
serotipo. Actualmente existen mas de 51 serotipos categorizados en 6 especies
de la A a la F. Difieren en el uso de receptores y preferencia por un érgano en

especifico. Por ejemplo las especies D infectan ojos, especies A y F tracto



digestivo, especies del C, E y algunos del B el tracto respiratorio, mientras que
otras especies del B infectan el tracto urinario (Jounaidi et al., 2007).

La union inicial del adenovirus a la célula hospedera es mediada por el
receptor coxsackie-adenovirus (CAR) el cual se une a la proteina fiber
adenoviral, seguido por la internalizacion de las integrinas a,83 y avf3s, de la
superficie celular las cuales se unen al motivo tripeptidico RGD (de Arginina-
Glicina-Aspartato) de la base del penton adenoviral (Wickham et al., 2000).
Posteriormente entra a través de vesiculas cubiertas de clatrina (Nemerow,
2002). La expresion de CAR aunque es comun en lineas celulares establecidas
(Hitt et al., 1997), puede variar enormemente en células tumorales (Miller et al.,

1998).
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Figura 2. Estructura de un adenovirus. La particula viral es de forma icosaédrica y mide
aprox. 80-100 nm de diametro. Con el fin de empacar eficientemente el genoma viral completo
es una estructura altamente organizada, conteniendo muchos componentes en el centro como
en la pared (Jounaidi et al., 2007).



El adenovirus tiene caracteristicas de eficacia, seguridad, y manipulacion
que le permiten ser considerado un fuerte candidato para ser utilizado como un
virus oncolitico. Los genes que regulan la infeccion, replicacion y/o patogénesis
ya son conocidos. Son capaces de infectar células que estan o no en division,
sin integrarse al genoma. La forma salvaje produce enfermedades leves o muy
limitadas en el humano. Pueden obtenerse grandes titulos y ser purificados con
protocolos adecuados y guias de estudios clinicos.

Una vez que la célula es infectada el primer transcrito que se forma es el
de E1A, el cual activa los demas genes tempranos. El gen E1B del Ad5 codifica
para la proteina 19K y 55K (Rao et al., 1992). La desregulacion del ciclo celular
provocada por E1A induce la acumulacion de p53, lo que puede resultar en
apoptosis evitando la sobrevivencia de la célula y propagacion del virus. La
proteina 55K actua bloqueando la apoptosis dependiente de p53 uniéndose
directamente a ésta e inhibiendo su habilidad de inducir la expresion de genes
proapoptoticos. La proteina 19K también inhibe la apoptosis desencadenada
por la via de los receptores de muerte de TNFx y TRAIL promovidas por E1A
(McConnell and Imperiale, 2004).

El adenovirus ONIX-015 fue disefiado con la delecién de E1B55K para
tener selectividad contra células con alteracién de p53, sin embargo estudios
han mostrado que quizas p53 no es la base de su selectividad (O'Shea et al.,
2004), ya que células con p53 han mostrado replicacion del virus. Ensayos
clinicos han mostrado que es seguro hasta 2x10"? particulas virales sin mostrar
signos clinicos de hepatotoxicidad (McCormick, 2003). El estudio en lineas

celulares tumorales que expresan altamente CAR podrian arrojar datos muy



optimistas y lo contrario en las células que expresan muy poco el receptor.
Estudios que se realizaron con células de gliomas con el ONYX-015, donde las
células de glioma tienen expresion baja o ausente del receptor mostraron poca
susceptibilidad al adenovirus (Campbell and Gromeier, 2005).

El adenovirus ONYX-015 ha mostrado buenos resultados en
combinacion con quimioterapia y como monoterapia ha sido muy limitado (0-
14% de regresion tumoral), quiza el hecho que el gen E1B esta involucrado en
el transporte de RNAm viral y la disminucién de sintesis de proteinas celulares
(Babiss et al., 1985), podria explicar la pobre replicacion y baja potencia en los
tumores.

Mas de 25 adenovirus oncoliticos han sido descritos como potenciales
tratamientos contra el cancer y 10 de ellos estan en fases tardias de estudios
preclinicos o ya siendo estudiados en humanos. El primer agente aprobado por
la FDA de China para uso en pacientes fue el H101 (muy similar a ONYX-015)
para tratar cancer de cabeza y cuello en combinacion con quimioterapia
(Garber, 2006).

El adenovirus delta-24 o dI922-944, posee una mutacion para el dominio
conservado-2 de la proteina E1A y se une a Rb, lo que le da una selectividad a
células tumorales con mutacibn o ausencia de Rb y ha mostrado una
replicacion en células tumorales hasta 100 veces mas eficiente que ONYX-015
(Fueyo et al., 2000). Debido a los problemas en expresion del receptor CAR por
células tumorales se ha disefiado un adenovirus (delta-24-RGD) que infecta de
forma independiente a CAR, uniéndose directamente a las integrinas, debido a

que el motivo RGD se coloca en la proteina knob fiber. Delta-24-RGD mostro



ser superior en propagacion viral y efecto oncolitico comparado a delta-24 tanto
in vitro como in vivo (Fueyo et al., 2003).

Los ensayos clinicos realizados en pacientes no han mostrado
claramente que la oncodlisis directa sea el mecanismo que exclusivamente
destruye a las células (Russell et al., 2012). Despertar una respuesta inmune
podria aumentar los efectos benéficos terapéuticos de los virus oncoliticos. La
respuesta inmune antitumoral es abolida por citocinas inhibitorias secretadas
por el tumor y células inhibitorias del sistema inmune. El ambiente
inmunosuprimido puede ser alterado por la infeccion del tumor con los
adenovirus. La liberacion de PAMPS y DAMPS después de la lisis de las
células tumorales podria provocar la superacion de la inmunosupresion del
ambiente tumoral y estimular una inflamacion localizada, que facilite el
reconocimiento inmunoldgico de los antigenos asociados al tumor (Russell et
al., 2012). Por ejemplo, multiples inyecciones intratumorales del Ad delta-24-
RGD produjeron una respuesta antitumoral y aumento de la sobrevivencia de
animales con gliomas intracraneales en un modelo murino inmunocompetente
(Jiang et al., 2014).

Un estudio (Kim et al., 2002) describié adenovirus oncoliticos con
distintas deleciones del gen E1B con la capacidad de inducir apoptosis en
lineas celulares tumorales humanas. Aunque ya es conocido el mecanismo de
induccion de apoptosis por la proteina E1A, se reportdé que la ausencia del gen
E1B19K también da como resultado la induccién de apoptosis ya que al parecer
este gen posee la capacidad de inhibirla (Rao et al., 2004). También se ha

reportado recientemente que el gen E4orf4 induce apoptosis en forma
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independiente a la presencia de p53 (Cabon et al., 2013). La apoptosis, aunque
limita la replicaciéon del adenovirus, podria favorecer el efecto terapéutico en
forma aditiva, cuando la oncélisis no es posible.

La regresion completa del tumor depende importantemente de si el virus
puede alcanzar las células tumorales, ademas, existen barreras fisicas dentro
del tumor (fibrosis, necrosis, heterogeneidad celular) y el desafio que
representa la distribucion sistémica en tumores que metastatizan (Russell et al.,

2012).

2.3. LINEAS CELULARES MURINAS

Estudios previos sugieren que la infeccion y replicaciéon de adenovirus
humanos en células murinas es pobre. Se observé que los tejidos normales de
ratdbn no son permisivos a la replicacion de adenovirus humanos (Duncan et al.,
1978). Se cree que existe un bloqueo dependiente de propiedades especificas
de la especie de las células murinas, que dirigen una represion de la expresion
de proteinas virales tempranas o defectos en algun punto de la replicacion viral
(Ganly et al., 2000). Entonces se asumid que replicacion viral no podria ocurrir
en tumores murinos lo que hace necesario usar células tumorales humanas que
si son permisivas a la replicacion del virus en ratones inmunosuprimidos
(xenotrasplantes) para evaluar la eficiencia de la replicacion del adenovirus. Sin
embargo otros estudios han demostrado que si puede ocurrir in vitro e in vivo, la
toma de adenovirus por células murinas, la expresion génica y replicacion del

ADN (Tomko et al., 1997).
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Un estudio (Ganly et al., 2000) demostré que algunas células epiteliales
de roedor pueden ser permisivas a la replicacion de adenovirus (Ad2)
produciendo una cantidad 25 a 50 veces menos particulas virales comparada a
una linea celular humana (A2780cp). En este estudio se demostré que
efectivamente las células murinas expresaron la proteina viral E1A, sin embargo
esta no se correlaciond con la produccion viral directamente. El hecho de que
las lineas celulares tuvieron poca produccion viral y una buena expresion de
proteinas virales hace pensar que existe un bloqueo posterior a la produccién
del virus. Ademas senala que entre mas diferenciadas se encontraban las
células estas eran mas permisivas a la replicacion del adenovirus.

Posteriormente un estudio (Hallden et al., 2003) en el que se utilizaron 9
células murinas tumorales de origen epitelial, demostr6 que la captura del
adenovirus asi como la expresidn de proteinas virales eran muy similares entre
la mayoria de las células murinas y células humanas analizadas.

Este afo se ha reportado el desarrollo de un modelo murino
inmunocompetente empleando células murinas de adenocarcinoma de pulmén
(ADS-12) en un raton 129 (Zhang et al., 2015). En este modelo se demostro la
infeccion adenoviral, la produccion de E1A, la produccion viral y una respuesta
al tratamiento con el adenovirus oncolitico AdTAV-255. Sin embargo este
modelo no compara la produccion de progenie viral entre las células murinas

utilizadas y células humanas.
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2.4. LINEA CELULAR TC-1

Las células TC-1 son células primarias epiteliales de pulmén de la cepa
C57BL/6 inmortalizadas con los genes E6 y E7 del HPV-16 y transformadas
con el oncogén activo ras (Lin et al., 1996). Esta transformacion simula la
forma de la patogénesis del cancer cervical, por lo que esta linea es usada

como modelo de cancer cervical.

2.5. GENES E6 Y E7 DEL HPV16

El virus de papiloma humano posee las oncoproteinas E6 y E7,
involucradas en la tumorigénesis del cancer cervicouterino. Las proteinas E7 y
E6 del HPV-16 participan en la desregulacidon del ciclo celular y la
transformacion celular uniéndose a pRb y p53, respectivamente (Steinwaerder
et al.,, 2001). La unién E7-pRb libera el factor E2F, lo que induce a la célula
entrar en la fase S y activa la via de la apoptosis dependiente de p53. La
proteina E6 se une a p53 e induce su degradacion.

El gen E7 del HPV-16 tiene funcidn similar al gen E1A del adenovirus serotipo 5
(AdS5). El gen E7 del HPV-16 codifica una proteina con una similitud en la
secuencia de aminoacidos de los dominios conservados 1 y 2 de las proteinas
de E1A (12S), lo que le confiere la capacidad de transactivar el promotor del
gen E2 del Ad5, con una eficiencia comparable a la realizada por E1A del Ad5

(Phelps et al., 1988; Steinwaerder et al., 2001).
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2.6. JUSTIFICACION Y ORIGINALIDAD DEL ESTUDIO

Las células de ratdén se han considerado no permisivas para la replicacion de
adenovirus humanos, lo que ha llevado al uso de células humanas que si
replican el virus en ratones inmunosuprimidos, para evitar que las células
sean eliminadas por el sistema inmune y asi estudiar la eficacia de los
adenovirus. Este modelo no es adecuado ya que no permite evaluar la
biodistribucion, la toxicidad y la respuesta inmune desencadenada por
adenovirus oncoliticos, por lo que es imprescindible desarrollar un modelo
murino usando un ratén silvestre (inmunocompetente) que permita evaluar de
una forma mas completa los efectos de los adenovirus
oncoliticos. Anteriormente ya se ha reportado que la expresion de los genes
E6 y E7 del HPV-16 en células humanas facilitan la replicacion del adenovirus.
Las células tumorales murinas TC-1 poseen los genes E6 y E7 del HPV-16, por
lo tanto los adenovirus podrian replicarse en ellas y producir particulas
infectivas; es decir, la linea TC-1 podria ser usada como modelo tumoral en

ratones inmunocompetentes para probar los adenovirus oncoliticos.
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2.6. HIPOTESIS

Los adenovirus oncoliticos se replican en la linea celular murina TC-1.

2.7. OBJETIVO GENERAL

Determinar si el adenovirus oncolitico Adhz60 se replica e induce oncdlisis en la

linea celular murina TC-1 que expresa los genes E6 y E7 del VPH-16.

2.8. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar si el adenovirus oncolitico Adhz60 induce efecto citopatico en
la linea celular murina TC-1.

2. Demostrar la expresion de proteinas del adenovirus oncolitico Adhz60 en
las células TC-1.

3. Demostrar si se producen particulas adenovirales infectivas en las
células TC-1.

4. Determinar si el adenovirus oncolitico Adhz60 induce apoptosis.
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Capitulo 3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Plan de Trabajo

Determinar si el adenovirus
induce efecto citopatico en
la linea celular murina TC-1
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3.2. Material

3.2.1. Material Biologico

* Lineas celulares
o HEK293 (ATTC # CRL-1573) DMEM, FBS 10% y PS 100 U/mL.
o LLC-1 Lewis Lung Carcinoma, (LLC-1) (ATCC # CRL-1642)
DMEM, FBS 10% y PS 100 U/mL.
o TC-1(ATTC # CCL-2), RPMI-1640, FBS 10% y PS 100 U/mL.

o HelLa (ATTC # CCL-2), RPMI-1640, FBS 10% y PS 100 U/mL.

* Anticuerpos
o Anti Caspasa 3 humana activada de conejo (Asp175) (Cell
Signaling).
o Anti Adenovirus E1A (BD Pharmingen).

o Anti Adenovirus hexon (Clontech Laboratories, Inc).

* Adenovirus. Proporcionados por el Dr. Heshan Sam Zhou del James
Graham Brown Cancer Center de la Universidad de Louisville, KY, E.U.A.
o Adwt
o Adhz60
o Adhz63

o Ad5CMV-LacZ (AdLacZ)
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* Reactivos
o Marcador de peso molecular
o PE Annexin V Apoptosis Detection Kit | (BD Pharmingen))
o Adeno-X Rapid Titer Kit (Clontech Laboratories, Inc)
o BCA Protein Assay Kit (Pierce)
o Cristal Violeta

o PBS (Sigma)

* Medios de Cultivo ( Sigma-Aldrich)
o Medio Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM)
o Medio esencial minimo (MEM)

o Roswell Park Memorial Institute (RPMI)

3.2.2. Equipo

o Micropipetas de volumenes de 0.5 yL a 10 uL, 20 uL, a 200 pL,
200 pL a 1000 pL

o Camara de Electroforesis (Bio-rad)

o Camara de Transferencia (Bio-rad)

o Maquina de Revelado de films

o Films para revelar (Kodak)

o Incubadora de CO;

o Campana de seguridad Nivel Il

o Microscopio invertido (Olympus Microsystems)



o Microcentrifuga

o Refrigerador (4 °C)

o Congelador (-20 °C)

o Ultracongelador (-80 C°)

o Autoclave

o Espectrofotometro (Biotek)

o Escaner Scanjet 4070 (HP)

o Clitometro de flujo (Becton Dickinson)

o Software FlowJo para analisis de citometria de flujo (Tree Star)

3.3. Métodos

3.3.1. Evaluacién de morfologia celular

Se sembraron 5x10° células /pozo en una caja de 6 pozos las lineas
HelLa, TC-1, LLC-1. Se incubaron con CO; 5% a 37 °C por 24 h. Se infectaron
con el Adhz60 con un MOI de 10 y se evaluaron los cambios en la morfologia a

las 0, 24, 48 y 72 h.

3.3.2. Tincidon con cristal violeta

Se sembraron 5x10* células/pozo en cajas de 24 pozos las lineas Hela,
TC-1 y LLC-1. Se infectaron con el Adhz60 con un MOI de 1, 2.5, 5 y 10.
Ademas un pozo sin infectar. Se incubaron con CO; 5% a 37° C. Después de
72 h se retir6 el medio y células flotantes, las células adheridas se fijaron con

300 pL de formaldehido al 3.7% por 3 min a temperatura ambiente. Se elimind
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el fijador usando vacio y se incub6 con 300 pL de cristal violeta al 1%. Se retiro
el cristal violeta con vacio, y se agregd 500 pL de PBS (Mg+ y Ca+), se retiro y

se dejo secar.

3.3.3. Ensayo de viabilidad celular con MTT

Se sembraron 5x10* células/pozo en cajas de 12 pozos las lineas Hela,
TC-1y LLC-1. Se incubaron con COz 5% por 24 h. Se infectaron con el Adhz60
con MOI de 1, 2.5, 5 y 10, ademas de un pozo sin infectar. Se incubaron con
CO2 5% a 37 °C por 72 h. Se repitid el mismo procedimiento para células sin
infectar. Se agreg6 100 yL de MTT en cada pozo a 37° C y se incubd por 4hrs.
Se agreg6 50 pl de Buffer de lisis (10% SDS in 0.01N HCI) y se dej6 a 37°C
toda la noche. Se ley6 a 570 nm en el espectrofotdbmetro como porcentaje de

células vivas.

3.3.4. Deteccidén de proteinas E1A y caspasa 3 activada

Para detectar la proteina E1A se sembraron 5x10° células/pozo en cajas
de 6 pozos las lineas HelLa, TC-1 y LLC-1. Se incubaron con CO; 5% por 24 h.
Se infectaron con el Adhz60 a un MOI de 10. Se incubaron con CO, 5% a 37 °C
y se realizaron extractos de proteinas a las 0, 24, 48 y 72 h utilizando Buffer
RIPA. Se cuantificaron las proteinas con el kit BCA Protein Assay (Pierce), para

cargar 40 ug de proteinas por carril en un SDS-PAGE al 12%.
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3.3.5. Inmunocitoquimica para hexdén

Se siguieron las instrucciones del manual del kit AdenoX Rapid Titer Kit,
(Clontech, Mountain View, CA). Fueron sembradas 5x10° células de las lineas
celulares HelLa, TC-1 y LLC-1 en una caja de 24 pozos, al siguiente dia fueron
infectadas con el Adhz60 y AdLacZ con un MOI de 10, se incubaron a 37 °C
con CO, 5% por 48 h. Cada pozo con células fue fijjado con 0.5 mL de metanol
100% frio por 10 min a -20 °C. Se retiré el metanol y se lavo 3 veces con 0.5 mL
de buffer de lavado (PBS con BSA al 1%). Se agreg6 0.25 mL a cada pozo del
anticuerpo anti-hexén 1:1000 en Buffer de lavado. Se incub6 1h a 37 °C. Se
aspiré el anticuerpo y se lavé 3 veces con 0.5 mL de buffer de lavado. Se
agrego 0.25 mL a cada pozo del anticuerpo anti-raton de conejo conjugado a
HRP diluido 1:500 en buffer de lavado. Se incubé 1 h a 37 °C. Se aspiro el
anticuerpo secundario y se lavd 3 veces con 0.5 mL de buffer de lavado. Se
agrego 0.25 mL de DAB y se incubd 10 min a temperatura ambiente. Se aspir6

el DAB y se agreg6 0.5 mL de PBS en cada pozo.

3.3.6. Cuantificacion de particulas adenovirales

Se sembraron 5x10° células /pozo en una caja de 6 pozos las lineas
HelLa, TC-1 y LLC-1. Se incubaron con COz 5% a 37 °C por 24 h. Se infectaron
con el Adhz60 con un MOI de 10 y se dejaron incubando 72 h. Se recolecté el
sobrenadante de cada linea celular. Se centrifugaron a 1000 g 5 min y se
pasaron a nuevos tubos. Se realizaron 10 diluciones seriadas de cada

sobrenadante. Se realiz6 el método de dilucion de punto final TCID50. Como se
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muestra en la Figura 3. En una caja de 96 pozos se sembraron 3x10° células
HEK293 por pozo, las cuales al siguiente dia se infectaron con las diferentes
diluciones incubandose durante 7 dias (Sandig et al., 2000). Para las diluciones
se tomo6 100 pL del primer del tubo 1 que posee el sobrenadante no diluido y
agregandolo al tubo 2 con 900 yL de medio, se mezcla bien y del tubo 2 se
tomaron 100 uL para el tubo 3 y asi sucesivamente, lo que hace diluciones de
10 veces cada vez. Asi el tubo 2 representa la dilucién 107, el tubo 3 la 10° y asi
hasta la dilucién 10'°. Se cambiaron las puntillas en cada dilucidon. Para cada
dilucion se utilizaron 4 pozos. Cada uno de estos 4 pozos tiene un valor de 2.5
si se observa efecto citopatico en las células HEK293 y el valor se eleva a la
potencia de la dilucidn pero en valor positivo. Ejemplo si fueron 3 pocillos en la
dilucién 107 la concentracién es 7.5x107 ifu/mL, y se tomé la dilucién mas
diluida donde se observé CPE, es decir si se ve solo 1 pocillo con CPE en 107°

la concentracion sera 2.5x107° ifu/mL.

Sobrenadante de

HelLa TC-1 LLC-1
A

3 x103 células HEK-293

10-1(
10°
108
107
106
105
104
103

Figura 3. Método de diluciéon de punto final TCID50. Se siembran células HEK293 que se

infectan con las diferentes diluciones del medio infectivo obtenido de las otras lineas celulares.
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3.3.7. Deteccion de apoptosis mediante citometria de

flujo.

Para la deteccion de apoptosis mediante citometria de flujo se siguieron las
indicaciones del kit PE Annexin V Apoptosis Detection Kit | (BD Biosciences,
USA). Se sembraron en platos de 60 mm 1x10° células de las lineas celulares
HeLA, TC-1 y LLC-1. Al siguiente dia se infectaron con Adhz60, AdLacZ y un
plato sin infectar. Los platos se incubaron por 72 h a 37 °C con CO; 5%. Se les
dio 2 lavados con PBS y se resuspendio en 1 mL de Binding Buffer 1X. De cada
uno se tomaron 100 ul y se pasaron a un tubo de 5 mL. A este tubo se agrego 5
ML de Anexina V unido a PE o 5 pL 7-AAD o ambos para la compensacion. Se
mezclaron bien, se incubaron 15 min a temperatura ambiente en la oscuridad.
Después se agregaron 400 pL de Binding buffer 1x a cada tubo y después de 1

h se realizd el analisis.

3.3.8. Analisis estadistico

Los resultados de los ensayos fueron analizados por la prueba T student, no
pareada. Un nivel de significancia de P < 0.05 fue considerado estadisticamente

significativo.
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Capitulo 4. RESULTADOS

4.1. Adenovirus utilizados en el estudio.

El adenovirus Wild Type cuenta con todos los genes intactos. El Adhz63 cuenta
con una delecion parcial del gen E1B (correspondiente a la proteina 55K). El
Adhz60 carece completamente del gen E1B (proteinas 19K y 55K). El AdLacZ
carece del gen E1A y E1B lo que hace que no se replique; ademas expresa la

proteina beta-galactosidasa bajo el promotor CMV.

E1A E1B-19K
mmm) ) E15-55K
E1A-P e )

Adwt

e * ------ T

Figura 4. Elementos que componen los adenovirus utilizados. P, promotor. CMV, promotor
de citomegalovirus. Wt, forma silvestre (Wild Type). LacZ, gen de beta-galactosidasa. AE1,
delecion de gen E1A. Las lineas punteadas representan regiones eliminadas.
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4.2. La linea celular TC-1 muestra efecto citopatico

El Adhz60 indujo a las 72 h CPE evidente en las células TC-1 (que poseen los
genes E6 y E7 del HPV-16) y las células HelLa, en el cual las células pierden la
adherencia a la superficie, adquieren una forma mas redonda llegando a
fusionarse con otras células. Las células LLC-1 presentan un CPE muy
disminuido. Ademas la cantidad de células a lo largo del tiempo se observan
disminuidas en las lineas celulares HeLa y TC-1 mientras que en la linea celular

LLC-1 no se observo disminucion importante.

Hela

TC-1

LLC-1

Figura 5. Morfologia celular en las 3 lineas celulares infectadas con Adhz60. 5x10° células
de las 3 lineas celulares fueron sembradas e infectadas con 10 MOI al dia siguiente, se
incubaron y observé la morfologia a las 0, 24, 48 y 72 h. Las células TC-1 y HelLa reflejaron
CPE muy evidente mientras que LLC-1 presenta un CPE muy disminuido. Fotografias tomadas
a un aumento de 20X en diferentes tiempos.
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4.3. Las células TC-1 sufre lisis celular

La linea celular HeLa fue la mayormente lisada por Adhz60, Adhz63 y Adwt sin
efecto con el AdLacZ. En la Linea LLC-1 se observé muy poca lisis en general
incluso a MOI de 10 para todos los adenovirus. La linea TC-1 si mostré un

grado de lisis importante a un MOI de 10 para los adenovirus Adhz60, Adhz63 y

Adwt

®®
// ‘

A A
00®0 .
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Figura 6. Efecto de lisis producido en células TC-1 por los distintos adenovirus. Tincion
con cristal violeta usando diferentes MOI de los adenovirus. 5x10* células de las 3 lineas
celulares fueron sembradas e infectadas al dia siguiente con 0, 1, 2.5, 5 y 10 MOI del Adwt,
Adhz60, Adhz63 y AdLacZ. A los 3 dias de incubacion se fijaron y tifieron con cristal violeta.
HelLa presenté un efecto de lisis a bajas concentraciones con los Adenovirus Adwt, Adhz60,
Adhz63. Las células LLC-1 no presentan lisis significativa con ninguno de los virus usados a
esas concentraciones. TC-1 muestra lisis importante solamente a 10 MOl de Adwt, Adhz60,
Adhz63. El AdLacZ no mostré efecto de lisis en ninguna linea como se esperaba. Un
experimento representativo de tres es mostrado.
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Sobrevivencia celular relativa
% de control

4.4. El adenovirus Adhz60 disminuye la viabilidad de las
células TC-1

Los efectos observados a 10 MOI fueron los siguientes: El adenovirus Adwt
disminuy6 significativamente la sobrevivencia en células Hela (4.25%), las
células TC-1 fueron afectadas de forma importante (20%) mientras que las LLC-
1 no disminuyeron en forma significativa su sobrevivencia (52%) EI Adhz60
disminuyo la viabilidad de las células TC-1 a 28.56%, en las células HelLA
19.34% y las LLC-1 a 80%. El adenovirus Adhz63 disminuy¢ la viabilidad de las
células TC-1 a 35%, en las células HeLA 31% y las LLC-1 a 68%. El AdLacZ no

afect6 la sobrevida en ninguna de las lineas celulares.

HelLa TC-1 LLC-1
120 1 120 1 120 1
100 A 100 - 100 A
XL
80 A 80 - 80 1
60 A 60 A 60 A
$—Adwt ——Adwt
40 1 40 | —®—Adhz63 40 | —m—Adhz63
—4&—Adhz60
e
20 1 20 A 23:1262 20 | —»—Adlacz
—>—AdLac
0 T T T T 1 0 T . - - 0 T T T T
Mol O 1 2.5 5 10 0 1 25 5 10 0 1 2.5 5 10

Figura 7. Viabilidad celular de las células TC-1 ante el Adhz60. Ensayo de viabilidad con
MTT en células infectadas con los distintos adenovirus. Adwt, Adhz60 y Adhz63 afectaron de
forma importante la sobrevida en la linea HeLa y la linea TC-1; en la linea LCC-1 los adenovirus
no afectaron de forma significativa la sobrevida. El AdLacZ no afecté la sobrevida en ninguna de
las 3 lineas celulares. Se realizaron 3 experimentos independientes. = Barras de error,
desviacion estandar.
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4.5. La linea celular TC-1 produce la proteina temprana
E1A

La proteina de E1A fue expresada altamente en la linea celular Hela, Las
células LLC-1 expres6 escasamente la proteina E1A, mientras que la linea TC-
1 presentd buena expresion de la proteina. Como control de carga se uso la

proteina alfa actina.

Adhz60

A
’ Hela TC-1 LLC-1 !
Horas 0 24 48 72 24 48 72 0O 24 48 72

1 e

Acling S ———— e e o w7 o e

Figura 8. Expresion de la proteina temprana adenoviral E1A en la linea TC-1. 5x10° células
de las 3 lineas celulares fueron sembradas e infectadas al dia siguiente con 10 MOI del Adhz60.
A las 0, 24, 48 y 72 h se realizaron extractos de proteinas de las células para realizar un
western blot para la proteina E1A. Las lineas celulares HeLa y TC-1 expresaron altamente la
proteina E1A; mientras que la linea LCC-1 expresé en forma escasa la proteina E1A. Se
muestra la expresion de a-actina como control de carga.

28



4.6. Las células TC-1 producen la proteina tardia hexdén

La linea celular HeLa infectada con Adhz60 mostré positividad para todas las
células, la linea LCC-1 mostré muy poca positividad mientras que en la linea
TC-1 se observdé mayor positividad que en la linea LLC-1. Las 3 lineas

infectadas con el AdLacZ no mostraron positividad para la proteina.

Hela TC-1 LLC-1

Adhz60

AdLac”Z

Figura 9. Expresion de la proteina tardia adenoviral hexén en la linea TC-1 infectada con
el Adhz60. Inmunocitoquimica para hexén a las 48 h de infeccién con 10 MOI del Adhz60
mostré maxima positividad para la linea Hela; la linea TC-1 presentd mayor positividad
comparada a LLC-1 la cual tuvo positividad muy baja. Células infectadas por el control AdLacZ
en las mismas condiciones que Adhz60, no presentdé sefial para E1A de acuerdo a como se
esperaba. Se muestra un experimento representativo de tres realizados.
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4.7. La linea celular TC-1 produce particulas virales
infectivas

La linea celular HeLa produjo 1x10° ifu/mL, TC-1 1x10° ifu/mL y la linea LLC-1

1x10? ifu/mL.
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Figura 10. Titulacién de la producciéon de particulas adenovirales infectivas en células
TC-1. Se sembraron 5x10° células de las lineas celulares HelLa, TC-1 y LCC-1, al dia siguiente
se infectaron con 10 MOI de Adhz60, se incubaron 72 h para recolectar el sobrenadante y
realizar diluciones seriadas que se usaron para infectar células HEK293 durante 7 dias de
incubacion y observar a que dilucion se observaria el CPE (Método de dilucion de punto final).
La linea celular HeLa produjo 1x10° ifu/mL, TC-1 1x10° ifu/mL y la linea LLC-1 1x107 ifu/mL.
Representaciéon de 3 experimentos independientes. + Barras de error, desviacion estandar. (*p
<0.05).
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4.8. Las células TC-1 sufren apoptosis tardia

Las 3 lineas celulares se infectaron con los adenovirus Adhz60, AdLacZ y sin
infectar, durante 72 h. Las células HelLa, TC-1 y LLC-1 presentaron 65%, 43%,
y 19% de apoptosis, respectivamente. Los controles negativos AdlacZ y Mock

presentaron resultados muy similares en las respectivas lineas celulares.

Mock AdLacZ Adhz60
8% 65%

TC-1...

7AAD

14% *

Annexin V

Figura 11. Cuantificaciéon de apoptosis tardia en células TC-1 infectadas con Adhz60. Se
sembraron 1x10° células de las lineas celulares Hela, TC-1 y LCC-1, al dia siguiente se
infectaron con 10 MOI de Adhz60 y se incubaron durante 72 h, para tefiir con 7AAD y anexina V
unido a ficoeritrina para cuantificar posteriormente por citometria de flujo. Se usaron ademas
células sin infectar (Mock) y AdLacZ como control. Se observé que la linea TC-1 infectada con
adhz60 presenté mayor porcentaje de apoptosis comparado a la linea LC-1. La linea HelLa fue
la que presentd mayor apoptosis. El andlisis se realizé con el software FlowJo.
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4.9. El Adhz60 activa la via de apoptosis en las células
TC-1

La senal expresada para caspasa 3 activada para HelL A fue alta, la linea TC-1
también expres6 de forma importante la proteina mientras que su expresion de
en la linea LCC-1 fue baja. Los controles negativos Mock y el AdLacZ
produjeron una expresion similar y escasa en las 3 lineas celulares. Se
muestra en la figura 12 la proporcion relativa respecto a alfa actina por

densitometria para cada caso.

Hela TC-1 LLC-1
Mock + - - + - - + - -
AdLacZ - + - - + - - + -
Adhz60 - - + - - + - - +
Caspasa-3 i
activada = = -“ — — - —

Proporcion ~
casp-3/actina 0.38 041 0.63 049 050 0.64 047 049 0.51

Figura 12. Expresiéon de caspasa 3 activada en las células TC-1 infectadas con Adhz60.
5x10° células de las 3 lineas celulares fueron sembradas e infectadas al dia siguiente con 10
MOI del Adhz60, AdLacZ y sin infectar. A 72 h se realizaron extractos de proteinas de las
células para realizar un western blot para la proteina caspasa-3 activada. Las lineas celulares
HelLa y TC-1 expresaron en mayor grado la proteina caspasa-3 activada comparada a los
controles; mientras que la linea LCC-1 expresé la proteina muy similar a los controles. Se
muestra la expresiéon de a-actina como control de carga y la relacion por densitometria de
caspasa-3 con actina.
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Capitulo 5. DISCUSION

La terapia con virus oncoliticos ha mostrado resultados prometedores en
modelos animales y en humanos al combinarse con quimioterapia (Norman et
al., 2001). Actualmente se encuentra una intensa investigacion sobre virus que
posean aun mas selectividad por células tumorales, mayor capacidad de
destruccion y mejores resultados terapéuticos.

El adenovirus serotipo 5 mostr6 desde 1950 efectos de oncolisis en
células de cancer de cérvix humano, por lo que los investigadores o han
estudiado ya que es facil de manipular.

En este trabajo empleamos un adenovirus (Adhz60) serotipo 5 que
presenta la delecion del gen E1B, lo que implica que la proteina E1B-55K, cuya
funcidén es bloquear a p53, no sea sintetizada. p53 impide la propagacion viral
llevando la célula a apoptosis o deteniendo el ciclo celular. Hasta 50% de las
células tumorales, tienen ausencia o alteracién de p53 (Levine et al., 1991), por
lo que la célula no es detenida en el ciclo celular y/o llevada a apoptosis y la
replicacion viral si puede continuar. La delecion de E1B-55K le da una
selectividad para replicarse en células con alteracion de p53, sin embargo,
algunos estudios han mostrado que el virus se replica en células que conservan
p53 (O'Shea et al., 2004); por lo que quizas, p53 no es la base de su
selectividad.

Los virus oncoliticos podrian replicarse e inducir una potente respuesta

inmune que aumente el efecto terapéutico, pero que limite la distribucién del
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virus en las células tumorales ya que el sistema inmune es considerado una
barrera para la administracién repetitiva de estos agentes.

Para probar la actividad terapéutica potencial de los virus oncoliticos, un
modelo animal debe ser inmunocompetente y soportar una produccion viral
activa. La habilidad para estudiar el impacto de la replicacién viral dentro de las
células tumorales en el sistema inmune esta limitado por la falta de un modelo
murino adecuado, particularmente para adenovirus, los cuales se han reportado
que, aunque pueden infectar células de ratén, no liberan nuevas particulas
virales.

Los modelos animales con los que se cuentan para evaluar los
adenovirus implican el uso de ratones inmunosuprimidos con xenotrasplantes,
es decir, que se trasplantan células tumorales humanas. Esto se debe a que
hace décadas se demostré que los tejidos normales de ratdbn no son permisivos
a la replicacion de adenovirus humanos (Duncan et al., 1978). Entonces se
asumio que replicacion viral no podria ocurrir en tumores murinos y que los
xenotrasplantes de tumores humanos eran necesarios para evaluar la eficiencia
de la replicacidon. Sin embargo, si se desean evaluar adenovirus para su uso en
pacientes este modelo inmunosuprimido no presenta relevancia clinica, ya que
no cuenta con un sistema inmune funcional y no refleja la respuesta inmune del
hospedero contra el virus o el efecto del virus en la induccion de una respuesta
inmune antitumoral y no es posible evaluar los efectos de biodistribucion del
virus, la respuesta inmune y los efectos colaterales asociados a la replicacion

del virus (Thomas et al., 20006).
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Otros estudios han demostrado in vitro e in vivo, que el adenovirus puede
ser tomado por células murinas y ocurrir expresion génica y replicacion del DNA
(Tomko et al., 1997). Otro grupo de trabajo (Ganly et al., 2000) demostro in vitro
que el CPE podia ser inducido en algunas células tumorales murinas de origen
epitelial y que al ser infectadas habia expresién de genes virales y produccién
de unidades formadoras de placa.

Posteriormente, en un estudio (Hallden et al., 2003) donde se utilizaron 9
diferentes lineas celulares murinas tumorales de origen epitelial, se demostro la
infeccidn con el virus oncolitico, asi como la expresion de sus proteinas, eran
muy similares entre la mayoria de las células murinas y células humanas
analizadas. Al analizar un modelo in vivo la linea que derivaba de cancer de
pulmoén (CMT-64) fue la que mostrdé ser mas permisiva a la replicacion viral.
Este autor sefiala que la mayoria del bloqueo en la produccion viral ocurre al
parecer en una fase tardia el ciclo de replicaciébn. Ademas se observo que las
células mas diferenciadas eran las que fueron mas permisivas a la replicacion
viral. Al comparar células murinas (CMT-93) poco permisivas (comparadas con
células humanas) en un ratén desnudo se observd que el efecto terapéutico por
el adenovirus oncolitico (wild-type) era mejor en el ratbn inmunocompetente, por
lo cual la participacion del sistema inmune tiene un rol importante en el
resultado del tratamiento, por lo menos asi fue demostrado con las células que
se usaron en este estudio. También evidencié que el hecho de que las CMT-93
sean poco permisivas no se traduce necesariamente en un bajo efecto

terapéutico, ya que 70% de los ratones (inmunocompetentes) presentaron
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regresion completa al tumor desarrollado, sin embargo el efecto terapéutico fue
mayor usando las células CMT-93 que mostraban mayor replicacion viral y la
regresion fue del 100%.

En este trabajo por primera vez hemos empleado la linea celular murina
TC-1, proveniente de epitelio pulmonar (Lin et al., 1996), de ratones C57BL/6
con el fin de establecer un modelo inmunocompetente en el cual sea posible
evaluar el tratamiento con adenovirus en una fase preclinica. La linea celular
TC-1 posee los genes E6 y E7 del HPV-16, lo cual ya se ha reportado que
ayuda a la replicacién del adenovirus (Phelps et al., 1988, Steinwaerder et al.,
2001). Por lo anterior, decidimos evaluar la susceptibilidad de esta linea celular
ante los adenovirus oncoliticos Adhz60 y Adhz63. Usamos como control
positivo una linea celular humana tumoral Hela la cual si es permisiva para la
replicacion de adenovirus y como control negativo la linea LCC-1 la cual, como
TC-1, también pertenece a C57BL/6 y proviene de epitelio pulmonar, sin
embargo no cuenta con los genes E6 y E7 del HPV-16. La linea LLC-1 tiene
una mutacion en los codones 32 y 334 de p53 (Ohashi et al., 1995).

Después de observar los cambios morfolégicos (Figura 5), la lisis celular
producida por el adenovirus (Figura 6) y la disminucién de la sobrevida celular
(Figura 7), demostramos que la linea celular tumoral murina TC-1 presento un
evidente efecto citopatico asociado a la replicacién del virus, de forma similar a
la linea HelLa. Mientras que la linea LCC-1 mostré muy poco efecto citopatico

comparado a la linea TC-1.
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Una vez demostrado el CPE producido, se decidi6 detectar la produccion
de proteinas virales en la linea celular TC-1. La expresion de las proteinas
tempranas E1A (Figura 8) y la proteina tardia hexdn (Figura 9) fueron
detectadas de forma importante en la linea TC-1 mientras que en la linea LCC-1
se encontro una expresion muy disminuida.

Después de observar la buena expresion de proteinas virales y
determinar si las particulas eran realmente activas se cuantificaron las
particulas virales infectivas producidas por la linea celular TC-1 (Figura 10), la
cual mostré ser 3 veces superior a la producida por la linea LCC-1. Sin embargo
no llego al grado de produccién de la linea Hela, la cual es 3 veces superior a
la linea TC-1.

Un estudio (Ganly et al., 2000) demostré que algunas células epiteliales
de roedor pueden ser permisivas a la replicacion de adenovirus (Ad2) pero con
baja eficiencia produciendo una cantidad 25 a 50 veces menos particulas
virales comparada a una linea celular humana (A2780cp). La linea TC-1 en
nuestro estudio mostré una eficiencia 3 veces menos comparada a la linea
control HeLA. Sin embargo la metodologia llevada acabo no es la misma y al
igual que este trabajo solo se ha limitado a estudios in vitro.

Este afno se ha reportado el desarrollo de un modelo murino
inmunocompetente empleando células murinas de adenocarcinoma de pulmén
(ADS-12) en un raton 129 (Zhang et al., 2015). En este modelo se demostro la
infeccion adenoviral, la produccion de E1A, la produccion viral y una respuesta
al tratamiento con el adenovirus oncolitico AdTAV-255. Al comparar nuestros

resultados con este otro modelo, la viabilidad con MTT fue muy similar. El
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efecto de citotoxicidad evaluado con tincién de cristal violeta, aunque parece
muy similar el efecto del modelo de este investigador al nuestro, el método que
realizaron incluye la incubacién de mayor numero de dias con el virus (ellos 6
dias y el nuestro 3 dias) por lo que quizas esta diferencia favoreceria el efecto
citopatico aparente en su resultado. Lo mismo ocurre en el caso del resultado
del ensayo de viabilidad con MTT, en el que nuestros resultados son similares a
los de este modelo, donde 10 MOI de los virus disminuy6 hasta 70%-80% la
viabilidad, sin embargo la metodologia en el tiempo usado podria favorecer este
efecto. El modelo desarrollado por este investigador no compara la produccién
de progenie viral entre las células murinas utilizadas y células humanas. En
nuestro trabajo si comparamos la produccién viral de TC-1 con una linea
tumoral humana. Parte fundamental en nuestro estudio incluye la evaluacién de
la linea TC-1 que contiene los genes E6 y E7 con otra linea murina que no los
posee. con nuestros resultados obtenidos al parecer los genes E6 y E7 si
favorecen la replicaciéon y produccion de progenie viral. Sin embargo como
perspectivas se encuentra el inhibir E6 y E7 en la linea TC-1 para observar
directamente el papel que involucran estos genes en la replicacidon y produccién
de particulas virales.

Anteriormente ya se habia demostrado la capacidad de inducir apoptosis
por el virus Adhz60 en diversas lineas tumorales humanas (Kim et al., 2002,
Rao et al., 2004), en este trabajo hemos demostrado que el Adhz60 conserva
esta capacidad de inducir apoptosis en la linea TC-1 (Figuras 11 y 12). Por lo
tanto el efecto de muerte celular esta dado en parte por oncalisis viral y ademas

por la induccion de apoptosis. Sin embargo, se requieren mas estudios para
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conocer cual es la proporcion que participan cada uno de estos mecanismos en
la muerte celular.

El éxito de la sucesiva destruccion de células tumorales depende de la
replicacion del virus y la liberacion de particulas virales infectivas. Esta ultima
siendo la mayor limitante para establecer un modelo murino inmunocompetente
adecuado. Ya que aunque existen lineas celulares que son infectadas y
producen las proteinas adenovirales, pero son incapaces de liberar particulas
virales infectivas.

Debido a la falta de un modelo murino algunos investigadores también
han usado un modelo de hamster sirio inmunocompetente, que aunque es
efectivo para estudiar la replicacion del virus, este es semipermisivo para la
replicacion adenoviral (Jiang et al., 2015) y se encuentra limitado por la
accesibilidad a los reactivos para estudiar los parametros del sistema inmune
(Zhang et al., 2015). Otros modelos de organismos incluyen, la rata del algodon
y cerdos, sin embargo, al igual que el hamster sirio carecen de la gran cantidad
de herramientas para el estudio de la respuesta inmune disponibles en ratones
(Zhang et al., 2015).

La respuesta inmune es probablemente la responsable de la falta de
resultados positivos segun estudios clinicos en pacientes con cancer con
administracion sistémica de adenovirus (Kirn and Thorne, 2009) . El papel del
sistema inmune es complejo y muy importante para el resultado terapéutico. La
eficacia podria reducirse debido a la rapida eliminaciéon viral como se ha

descrito en los reovirus, o de lo contrario podria incrementarse debido a la
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induccion de inmunidad especifica (ej. Linfocitos T citotoxicos especificos de
tumor) y no especifica (ej. Factor de Necrosis Tumoral).

Se han desarrollado virus oncoliticos que contienen moléculas
inmunomoduladoras (ej. Factor Estimulante de Colonia de Granulocitos —
Macréfagos)(Miest and Cattaneo, 2014), por lo cual podria ser de utilidad
evaluar estos adenovirus oncoliticos inmunomoduladores en un raton silvestre;
es decir, en un sistema de un modelo murino completamente
inmunocompetente. Nuestro modelo podria ser usado para estudiar el efecto de
la respuesta inmune del hospedero en tumores infectados por el vector, para
determinar la seguridad y biodistribucion de los adenovirus competentemente
replicativos, simulando los efectos del sistema inmune en la limitacion de la
propagacion viral a través del tumor y el potencial de virus inmunoestimuladores
para inducir una respuesta inmune contra el cancer.

Ningun modelo preclinico es una representaciéon perfecta de los
pacientes con cancer. Existen muchas diferencias entre tumores humanos vy
murinos y entre hospederos humanos y murinos. Modelos de cultivos tisulares y
modelos con xenotrasplantes son pobres representaciones del tejido tumoral.
La expresion de los marcadores moleculares de union al virus y la entrada en
lineas celulares de cultivos tisulares, generalmente no corresponden a los
observados en los tumores (Hallden et al., 2003). Sin embargo debido a que no
es factible probar todos los agentes experimentales en pacientes, los modelos
son necesarios para seleccionar cuales agentes deben ser usados en ensayos

clinicos.
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El valor predictivo de un modelo preclinico es dificil de evaluar antes de un
ensayo clinico en pacientes. Sin embargo existen algunos factores que pueden
ser usados para dar mayor peso a los resultados del modelo. Por ejemplo, si
los resultados obtenidos son similares en varios modelos incluyendo modelos
con diferentes tipos de tumor y con diferente fondo genético, los resultados
podrian tener un mayor peso. Asi como si los resultados de un modelo dado
refleja los obtenidos ya en algunos estudios en pacientes, esto incrementaria el
peso del modelo (Hallden et al., 2003). La evaluacion de modelos y su
comparacion con los resultados clinicos son necesarios para determinar las
fortaleza y debilidad del modelo. No obstante nuestro modelo podria aportar
datos adicionales que no estaban disponibles usando solamente ratones

desnudos trasplantados con células tumorales humanas.
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Capitulo 6. CONCLUSIONES

1. La linea celular murina TC-1 es permisiva para la replicaciéon del

adenovirus oncolitico.

2. La linea celular murina TC-1 puede ser usada en un modelo murino

inmunocompetente para la evaluacion de adenovirus oncoliticos

3. El adenovirus oncolitico induce activacion de la apoptosis en células TC-1.
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