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RESUMEN

La timulina es una hormona producida exclusivamente por las células epiteliales
timicas; consiste en un nonapéptido biolégicamente inactivo (facteur thymique
sérique o FTS) coordinado al i6n Zn*? en una relacién equimolecular 1:1, lo cual le
confiere su actividad biol6gica caracteristica.

La timulina participa en la diferenciacién de los linfocitos T y en la modulacion
de varias de sus funciones. Los niveles circulantes de esta hormona se
encuentran disminuidos durante el envejecimiento normal y en patologias tales
como el SIDA y el sindrome de DiGeorge, una enfermedad caracterizada por la
ausencia congénita del timo y de las glandulas parétidas.

La secrecion de timulina esta influenciada por una compleja trama endocrina
que incluye a la mayoria de las hormonas adenohipofisarias y periféricas.
Reciprocamente, existe evidencia de que ademas de su accion
inmunomoduladora, la timulina posee actividad hipofisotréfica in vitro y, por lo
tanto, puede actuar directamente sobre la adenohipdfisis in vivo, modulando la
respuesta de la glandula a secretagogos o inhibidores hipotalamicos. En los
dltimos afios, un nuamero creciente de estudios coloca a la timulina como un
mediador fisiolégico (el primero descripto) del eje timo-cerebro-hipofisis. Ademas,
existe evidencia de que la timulina estimula la liberacién de citoquinas de ciertos
tipos de linfocitos y de que posee actividad antiinflamatoria y analgésica en el
sistema nervioso central y en modelos de inducciéon de la inflamacion, a nivel
periférico y local.

La actividad endocrina y antiinflamatoria de este metalopéptido ha generado un
creciente interés en la posibilidad de implementar estrategias de terapia génica
para timulina en situaciones de disfuncién timica o en patologias cerebrales
asociadas a procesos inflamatorios. Desafortunadamente, hasta el momento no se
ha logrado clonar el gen de la timulina. Esta situacion nos condujo a disefiar una
secuencia sintética de ADN codificante para un analogo biol6égicamente activo de
timulina, metFTS, la cual fue clonada en vectores de expresion apropiados, a fin
de caracterizar las propiedades biologicas de dicho analogo tanto in vitro como in
vivo. Una vez demostrada la funcionalidad del gen sintético disefiado, se

construy6é un vector adenoviral recombinante (RAd-FTS) portador de dicho gen
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sintético para implementar estrategias de terapia génica in vivo en modelos
animales de timodeficiencia.

Uno de estos modelos, el ratdbn congénitamente atimico (nude), exhibe ciertas
deficiencias reproductivas que parecen estar directamente vinculadas a su
carencia de hormonas timicas circulantes. En efecto, pocos dias después del
nacimiento, tanto el ratobn nude como el ratbn normal neonatalmente
timectomizado, desarrollan, ademéas de un severo cuadro de inmunodeficiencia,
una serie de alteraciones degenerativas en las glandulas tiroides, adrenales y
expresan severas deficiencias en su funcion reproductiva.

El vector adenoviral RAd-FTS logré una restauracion prolongada de los niveles
de timulina circulante cuando fue inyectado intramuscularmente en ratas y ratones
adultos timectomizados. Asimismo, la terapia génica neonatal para timulina en la
hembra nude, logré restaurar los niveles de timulina sérica y prevenir las
alteraciones a nivel hipotalamo-gonadotropo-ovarico que tipicamente ocurren en
estos mutantes en la adultez. Consecuentemente, estos resultados sefialan a la
timulina como el mediador fisiolégico, o al menos uno de los mediadores, de la
influencia perinatal del timo sobre la maduracion del eje hipotalamo-hipdfiso-
gonadal. Dicha influencia podria ejercerse a través del sistema neuroendocrino y/o
directamente a nivel ovarico.

Nuestros resultados se suman a la evidencia de que la timulina juega un rol
fisioldgico relevante como mediadora de la influencia perinatal del timo sobre la
maduracién del eje reproductivo y sugieren que terapia génica con el gen sintético
para la timulina puede constituir una estrategia terapéutica efectiva para el
abordaje de déficits reproductivos asociados con disfunciones endocrinas del

timo.
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NGF: factor de crecimiento nervioso

NK: células citotoxicas naturales

NTx: neonatalmente timectomizados

nu/+: heterocigotas

nu/+: ratones heterocigotas

nu/nu: ratones homocigotas para el gen nude
NZB: raton negro de Nueva Zelanda

P,4. progesterona

PAT: péptido sintético analogo de la timulina
PG: prostaglandina

polyA: sefial de poliadenilacion

PRL: prolactina

ProT: protimosina

PT: proteina terminal
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RAd-(GFP/TK)sys vector control que expresa la proteina de fusion GFP/TK
RAd: vector adenoviral recombinante

RAd-Rgal: vector control que expresa 3-galactosidasa
RAd-Bgal: vector control que expresa -galactosidasa
RIA: radioinmunoensayo

RT: transcriptasa reversa

sc: simple cadena

SD: ratas de la cepa Sprague Dawley

SDS: dodecil sulfato de sodio

SEM: error estandar de la media

SIDA: sindrome de inmunodeficiencia adquirida
SIN: vectores auto-inactivables

SNC: sistema nervioso central

SU: proteina de la envoltura de superficie

Ts: tri-iodotironina

T4 tiroxina

TC: tamafio celular

TEC: células reticuloepiteliales o epiteliales timicas
TGNT: terapia génica neonatal con timulina

THF: factor timico humoral

TK: timidina quinasa del virus Herpes simplex tipo 1
TM: proteina de la envoltura transmembrana

TNF: factor de necrosis tumoral

TP5: timopentina

TRH: hormona liberadora de tirotrofina

TSH: tirotrofina

TX: timectomia/ timectomizado

TX-10: ratén timectomizado en el dia 10 de vida
T-a;: timosina-a;

U: unidad

VIP: péptido intestinal vasoactivo

whn: gen winged helix nude

200-HSD: 20a-hidroxiesteroide deshidrogenasa
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1. INTRODUCCION

1.1 EL TIMO

1.1.1 ASPECTOS MORFOLOGICOS, FISIOLOGICOS Y PATOLOGICOS

El timo es un érgano linfoide situado en el mediastino anterior. Desde la década
del 60, se le ha otorgado un rol central en el desarrollo del sistema inmune celular.
Especificamente, durante la vida fetal y neonatal es responsable de la produccion
y desarrollo de células inmunocompetentes, los linfocitos T (linf-T). Precursores de
los linf-T, derivados de la médula Gsea, llegan al timo donde experimentan un
complejo proceso de maduracion que involucra la expresion secuencial de varios
marcadores de membrana; subsecuentemente se produce la migracién de los
timocitos seleccionados positivamente hacia areas dependientes de linf-T tales
como el bazo, los nédulos linfaticos, las placas de Peyer y las amigdalas (Savino y
Dardenne, 2000). Una vez que el sistema linfoide se ha desarrollado y madurado,
es requerida la continua presencia del timo para contribuir a mantener el fino
balance inmunorregulador entre las distintas poblaciones de Iinf-T (helper,
memoria, Killer, etc.).

Este 6rgano esta rodeado por una fina capsula de tejido conjuntivo que envia
tabiques hacia su interior dividiéndolo incompletamente en pequeiios I6bulos, los
cuales a su vez se dividen en lobulillos. El estroma del interior de los lobulillos esta
dividido en dos regiones, una periférica rica en linfocitos, denominada corteza y
otra central, denominada médula, formada por una malla con predominio de
células reticuloepiteliales o epiteliales timicas (TEC, abreviatura que deriva de la
expresion en inglés Thymic Epitelial Cells, y que se usara en esta tesis). Las TEC
juegan un rol central en la maduracion intratimica de los linf-T. Estas células
secretan factores quimiotaxicos que permiten la colonizacion del timo por los pre-
linfocitos T. Ademas, las TEC producen citoquinas y hormonas timicas con
actividad, in vitro e in vivo, sobre los distintos estadios de la diferenciacion de linf-T
y proveen algunas de las sefales necesarias para su maduracion (Bach vy
Dardenne, 1988).

En el desarrollo humano, durante la sexta semana de gestacion, el endodermo

del ala ventral del tercer par de bolsas faringeas origina (bilateralmente) un esbozo

-18 -



timico, correspondiente al componente epitelial. Ambos esbozos timicos se
alargan y emigran caudalmente fusionandose en la linea media, luego son
revestidos e invadidos por mesénquima derivado de las crestas neurales, el cual
origina la capsula y las trabéculas. La interaccion entre las crestas neurales y el
componente endodérmico se hace necesaria para que este ultimo se diferencie y
funcione. Durante la novena semana, el esbozo epitelial del timo es invadido por
protimocitos provenientes de la meédula 0sea, que inducidos por dicho esbozo
proliferan y se distribuyen formando las zonas cortical y medular (Gémez Dumm,
2003).

El timo presenta su maximo desarrollo después del nacimiento, incrementando
su peso desde ese momento hasta la pubertad. Después de la pubertad comienza
a involucionar, observandose una progresiva disminucion del parénquima timico,
particularmente de los linfocitos corticales, y un aumento del tejido adiposo por
infiltracibn de células adiposas circundantes, proceso denominado involucién
fisiologica. La atrofia o involucion timica resulta en un desarrollo menos eficiente
de linf-T y en la disminucion de la migracion de los timocitos. El timo es una de las
primeras glandulas del cuerpo en atrofiarse y, como consecuencia, la inmunidad
timo-dependiente declina con la edad (Fig. 1) (Fisher, 1964; Lynch y col., 2009).
Adicionalmente, existen factores que pueden contribuir con la disminucién del
tamafo del timo tales como las infecciones, la malnutricion y el estrés (Fisher,
1964).

La pérdida de un timo funcional durante la infancia resulta en un deterioro del
namero de linf-T y en la inmunidad mediada por células. En adultos, la disminucién
de actividad timica, que resulta en un sistema inmune menos eficaz, esta
normalmente asociada a un incremento en la incidencia de distintas
enfermedades, incluyendo las infecciones oportunistas, la autoinmunidad y el
cancer. Ademas, puede asociarse con el deterioro de uno o mas de los subtipos
de linf-T (Oates y Goldstein, 1984; Lynch y col., 2009).

Un caso severo de deficiencia timica es el sindrome de DiGeorge. Esta es una
enfermedad causada por una malformacion congénita que se manifiesta por la
hipoplasia o ausencia del timo y las paratiroides en los neonatos. La malformacion
ocurre por fallas en la diferenciacién de las bolsas faringeas (tercera y cuarta) y en

el primer arco branquial. Asimismo, los pacientes con sindrome de DiGeorge
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presentan una susceptibilidad aumentada a las infecciones, hipoparatiroidismo
congénito, malformaciones de la boca, oidos de implantacién baja, hipoplasia

tiroidea y en algunos casos anormalidades cardiacas (Sadler, 2001).

Enfermedades
(autoinmunes, infecciosas,
cancer, etc.)

I
t/g/;’“”"dad
depen dien to

Timulina sérica

Edad 0 10 20 30 40 50 60 70 80
S 10
TIMO & Tej. Adiposo
» 20
o
o

w
o

R el timo

capsula—
Recién nacido 17 anos 50 anos

Figura 1: Representacion de la involucidn timica durante la vida humana en
relacion con la incidencia de enfermedades, con la capacidad de la
inmunidad timo-dependiente y con los niveles séricos de timulina. Los
esquemas de las secciones timicas muestran el proceso de involucion fisiolégica donde se
observa: una disminucién en el peso de la glandula y una disminucién en las proporciones
de tejido cortical y medular con una creciente infiltracion del tejido adiposo en el
parénquima timico.

1.1.2 COMUNICACION ENTRE EL TIMO Y EL SISTEMA NEUROENDOCRINO
La comunicacién entre los sistemas inmune y neuroendocrino ha sido

claramente demostrada. Estos sistemas usan ligandos y receptores similares para
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establecer circuitos fisioldgicos de comunicacion intra- e inter-sistema que juegan

un importante rol en la homeostasis.

1.1.2.1 Acciones del sistema neuroendocrino sobre el timo

Se sabe que el timo recibe influencias neuroendocrinas ademas de las
inmunoldgicas. Evidencias cada vez mas firmes han colocado a un gran nimero
de hormonas y neuropéptidos entre los inmunomoduladores potentes, sabiéndose
que participan en varios aspectos de la funcion del sistema inmune en la salud y la
enfermedad (Savino y Dardenne, 2000).

Asimismo, se han documentado extensas asociaciones entre la hipdfisis, la
tiroides, las adrenales, las gonadas y el timo (Fabris y col., 1989). Por ejemplo, la
pérdida de la hipofisis o de la funcion tiroidea promueve la involucion timica y la
administracion de sus productos endocrinos la restaura. Se ha postulado una
funcién regulatoria de la glandula pineal sobre el timo de manera directa o a través
de la hipofisis (Maestroni y col., 1988).

Tambien se ha propuesto que el eje hipofiso-timico regula el sistema inmune y
juega un importante rol en la atrofia timica y en la disminucién de la actividad de
las células T que ocurre durante el proceso del envejecimiento. Efectivamente, se
ha observado que las hormonas hipofisarias modulan la actividad funcional de las
células linfoides (Fabris y col., 1971) y que el trasplante neonatal de timo normal
en ratones atimicos (nude) reconstituye la respuesta inmune mediada por células.
Sin embargo, para que esto Ultimo suceda se requiere de una normal funcion e
integridad hipofisaria (Pierpaoli y col., 1976). Por otra parte, distintos estudios han
demostrado que la involucion timica asociada al envejecimiento no es irreversible
sino que, por el contrario, el timo es un 6rgano dinamico capaz de responder al
medio ambiente endocrino alun en animales viejos. Asi, la atrofia timica causada
por la edad puede revertirse parcialmente mediante manipulaciones endocrinas,
tales como, el uso de células GH3 (una linea de células epiteliales hipofisarias que
secretan hormona de crecimiento (GH) y prolactina (PRL)) (Davila y col., 1987), la
castracion en ratas macho (Greenstein y col., 1986; Fitzpatrick y Greenstein,
1987), la administracion de un mezcla de hormonas en roedores

hipofisectomizados (Harrison y col., 1982) y la aplicacion de hormonas tiroideas.

-21 -



Dichas manipulaciones aumentan la respuesta endocrina timica en humanos
(Fabris y col., 1986) y en ratones (Fabris y Mocchegiani, 1985) viejos.

Desde la década del 60 se realizaron importantes contribuciones en el estudio
de la relacion entre el timo y el eje adrenal, demostrandose que los corticoides
adrenales afectan el tamafio y la morfologia timica. Por consiguiente, la
administracion de adrenocorticotrofina (ACTH) o el estrés resulta en una marcada
disminucion de los linf-T y en el tamafio del timo. Asimismo, la adrenalectomia en
animales resulta en una hiperplasia timica (Fisher, 1964).

Finalmente, el extremadamente complejo control neuroendocrino del timo
parece estar influenciado por un circuito biolégico que involucra la produccion
intratimica de una variedad de hormonas y neuropéptidos y la expresion de sus
respectivos receptores en células timicas. En efecto, se ha demostrado que en las
TEC se produce aunque en niveles muy bajos, corticosterona, GH, ACTH,
somatostatina, vasopresina, oxitocina, insulina, factor de crecimiento simil insulina-
1 (IGF-1), B-endorfina, péptido intestinal vasoactivo (VIP) vy, tal vez, tirotrofina
(TSH) y hormona foliculoestimulante (FSH). Asimismo, en los timocitos se ha
detectado la produccion de PRL, GH, hormona luteinizante (LH), hormona
liberadora de LH (LHRH), hormona liberadora de GH (GHRH), hormona liberadora
de corticotrofina (CRH), hormona liberadora de tirotrofina (TRH), B-endorfina y VIP
(Savino y Dardenne, 2000). También se ha documentado la deteccién de

receptores para dichas moléculas (Tabla 1).

Tabla 1: Resumen de la expresion y localizacion de los receptores encontrados en
el timo segun la revisién de Savino y Dardenne (2000):

Receptor de Localizacion
Citoplasma y nucleo de los timocitos (disminuyen con la
edad), y en cultivo de TEC.

glucocorticoides

Estrogeno Preparaciones timicas de células no linfoides, en TEC y en
(Ep) timocitos.
esteroides I(Dpro)gesterona Preparaciones timicas de células no linfoides y en TEC.
sexuales 4

Preparaciones timicas de células no linfoides, fracciones
Andrégenos | enriquecidas con TEC y en todas las poblaciones de

timocitos.
tri-iodotironina (Ts)/ _ _
tiroxina (T) Timocitos y en TEC de roedores y humanos.
ACTH TEC.
TEC y en timocitos (independiente de su maduracion).
PRL A elevados niveles de PRL circulante (ej: lactancia)

aumentaron los niveles de su receptor.

-22-



GH Cultivo de TEC y en timocitos humanos, principalmente en
un estado muy inmaduro de diferenciacion.

GHRH Timocitos de rata.

TRH Extractos de timo.
Timocitos de ratéon y en TEC humanas.

somatostatina La somatostatina inhibe in vitro la proliferacion de TEC
humanas.

Oxitocina Timocitos.

Vasopresina Timocitos.

B-endorfina Preparaciones de membrana de extractos de timo.

VIP Timocitos y en TEC humanas.

Insulina Timocitos.

IGF-1 Timocitos y en TEC humanas y de roedores.

1.1.2.2 Acciones del timo sobre el sistema neuroendocrino

A partir de la década del 60 comenz6 a emerger la idea de que el timo
participa, durante la ontogenia temprana, en la programacién definitiva del cerebro
para la regulacion hipotalamica de las funciones endocrinas que se desarrollaran
en el adulto. Asimismo comenzd a reportarse que el timo ejerce, a través de las
hormonas que produce (que se describirAn mas bajo), una accion modulatoria
directa sobre la funcién hipofisaria (Pierpaoli y col., 1976).

La relevancia del timo sobre el eje adrenal se ha documentado en estudios que
demostraron que la timectomia disminuye los niveles de ACTH y corticosterona en
la sangre de ratas recién nacidas (Deschaux y col., 1979) y de ACTH y B-
endorfinas en monos jovenes (Healy y col., 1983). Los productos del timo pueden
influenciar la actividad del eje hipotalamo-hipdéfiso-adrenal. En efecto, se ha
observado que una preparaciéon timica bovina puede estimular directamente la
secrecion hormonal de la células corticotropas adenohipofisarias (Farah y col.,
1987).

También se encuentra bien documentado que el eje timo-hipofisario regula el
sistema reproductor. Se sabe, por ejemplo, que las células gonadotropas y
lactotropas son capaces de responder in vitro a diferentes factores de origen
timico (Brown y col., 1994). Asimismo, se ha observado que la presencia del timo
es requerida para una normal secrecion de PRL y, a la inversa, que la PRL es
probablemente la hormona mas necesaria para la generacién de las células T
inmunocompetentes, via su actividad timotrépica y timoestimulante (Pierpaoli y
col., 1970; 1971; 1976).
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El ratdbn nude presenta niveles anormales de progesterona (P4) durante la
pubertad y los niveles séricos de LH son la mitad de los que poseen los animales
normales. Esto sugiere que el timo participa directamente en la organizacion de los
centros nerviosos intervinientes en la maduracion sexual y la ciclicidad en hembras
(Pierpaoli y col., 1976). Tales hallazgos in vivo estan en linea con estudios in vitro
en los que se documenté que las células gonadotropas y lactotropas son capaces

de responder a diferentes factores de origen timico (Brown y col., 1994).

1.3 HORMONAS TIMICAS

1.3.1 Aspectos generales

Desde principios del siglo XX, se postulé que el timo posee un rol endocrino.
Actualmente, las TEC son consideradas el componente endocrino del timo debido
a que producen y secretan interleuquinas (IL) y péptidos bioactivos (hormonas
timicas).

La diferenciacion de los linf-T comprende una serie de eventos que comienzan
con un precursor linfoide y culminan con un linf-T maduro. Esta transformacion
secuencial esta controlada por distintos factores. En estadios tempranos, el
epitelio timico juega un rol central y aparentemente Unico. Las hormonas timicas
ejercen dos acciones bioldgicas importantes sobre los linf-T y sus precursores
inmaduros: la induccion de marcadores antigénicos y la promocion de varias de las
funciones de los linf-T.

Se han descripto y caracterizado siete preparaciones timicas principales,
purificadas o semipurificadas a partir de timo bovino o de sangre. Se trata de la
timosina fraccion (TF5), el factor timico humoral (FTH), el factor timico X, la
timoestimulina, la timopoyetina y la hormona timica homeostatica (HTH) y la
timulina. Las seis primeras se describirdn en forma conjunta mientras que la

timulina se tratara, por su importancia, en una seccion separada.

1.3.2 TF5, FTH, factor timico X, timoestimulina, timopoyetinay HTH

La timosina fraccion 5, la preparacion timica mejor caracterizada después de la
timulina, se obtuvo de una preparacion de timo de ternero y, a partir de esta
fraccion se pudieron identificar unos 20 péptidos, algunos de los cuales fueron

purificados y secuenciados: timosina-a;, ai1, B4, Bs, Bo Y B1o-
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La timosina-a; (T-a;, PM= 3108 daltons) contiene 28 aminoacidos y un NH;
terminal acetilado. Se ha demostrado que induce la expresion de algunos
antigenos de superficie durante la diferenciacion de los linf-T, incrementa la
respuesta mitogénica de los linfocitos murinos, estimula la produccion de
anticuerpos Yy linfoquinas, y modula la expresion de la deoxinucleotidiltransferasa
terminal (Bach y col., 1991). La T-a; ha sido usada en ensayos clinicos para el
tratamiento de pacientes con cancer e inmunodeficiencias. Algunas evidencias
sugieren que la T-a; es un fragmento de un polipéptido nativo mayor, la
protimosina (ProT). La ProT fue encontrada a altas concentraciones en el timo
pero también en el bazo, el higado, los rifiones y el cerebro. Se ha observado que
la ProT resultdé mas efectiva que la T-a; en proteger a ratones de la infecciéon con
Candida albicans. Asimismo, la ProT induce la maduracion y diferenciacion de los
linf-T y posee actividad antitumoral (Shiau y col., 2001).

El factor timico humoral (THF) se detectd en un extracto el timo de ternero con
el que logré restaurarse la inmunocompetencia en ratones neonatalmente
timectomizados (NTx). A partir del extracto crudo de THF se aislé un octapéptido,
el factor timico humoral y, (TFH-y,), con actividad bioldgica in vitro e in vivo. En
efecto, se ha demostrado que TFH-y, le otorgd reactividad inmunolégica a las
poblaciones celulares de linfocitos no competentes (Kook y Trainin, 1974).
Ademas, se observo que el TFH-y, indujo un incremento en la proliferacién de
linfocitos y en la produccién de IL-2, por las células del bazo de ratones NTx (Bach
y col., 1991).

La timopoyetina, inicialmente caracterizada por sus efectos sobre la transmision
neuromuscular mas que por su acciéon sobre el sistema inmune (Harris y col.,
1994), consiste en un polipéptido de 49 aminoéacidos y su actividad bioldgica esta
localizada en el fragmento pentapeptidico timopentina (TP5). En estudios in vivo,
se ha demostrado que esta hormona (y el péptido sintético TP5) promueve varias
de las funciones de los linf-T (Bach y Dardenne, 1988).

Los niveles de algunos péptidos timicos declinan con la edad y con la involucion
timica, siendo indetectables en animales timectomizados (TX). Los niveles séricos
de timopoyetina, T-a y del THF-y, no disminuyen después de la involucion timica y
la timectomia (Hadden, 1992).
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Distintas hormonas timicas han sido implicadas en el control neuroendocrino.
En efecto, se ha documentado que la administracién de la TF5 y de la HTH, una
proteina dimérica, ejerce una inhibicion significativa sobre la secrecion de
tirotrofina en ratas jovenes; sin embargo, dicha inhibicion no se observa en
animales viejos (Goya y col., 1987; 1988). Ademas, se ha observado que la HTH
también resulta activa sobre el eje adrenal (Goya y col., 1990).

Las timosinas son capaces de modular la liberacion de las hormonas
adenohipofisarias, incluyendo a la ACTH, PRL, GH y B-endorfina (Bach y col.,
1991). Se ha observado que la timosina-4 estimula la liberacion de la LH y de
LHRH cuando se administra intracerebroventricularmente (Rebar y col., 1981a);
sin embargo, se observd que no altera los niveles de ACTH o glucocorticoides
circulantes (Healy y col., 1983).

Por otro lado, la timosina a; no influye en la secrecion de la LH o de la LHRH vy,
luego de ser administrada centralmente, estimula la liberacién de ACTH (McGillis y
col.,, 1985; Hall y col., 1985). Otros trabajos mostraron que, aparentemente, la
timosina a; ejerce una regulacion negativa sobre la secrecién in vivo de TSH,
ACTH y PRL, sin detectarse efectos sobre los niveles de GH (Milenkovic y
McCann, 1992).

Estudios en nifios indican que la administracién de timopoyetina resulta en un
incremento de los niveles séricos de GH y cortisol (Savino y Dardenne, 2000). Mas
aun, se ha observado in vitro que la timopoyetina y el TP5 pueden incrementar los
niveles de ACTH, B-endorfina y B-lipotrofina (Bach y col., 1991).

Aunque el mecanismo de accién de las hormonas timicas aun no ha sido
establecido, existen algunas hipotesis que resulta de interés considerar. Una de
ellas propone que las hormonas timicas actuarian por medio de mecanismos que
requieren el incremento intracelular de los niveles de cAMP. Esta hipotesis se
derivé de estudios in vitro e in vivo en los cuales la administracion de THF indujo la
activacion de la adenilato ciclasa y un rapido aumento intracelular en los niveles
de cAMP, los cuales subsecuentemente mediarian la maduracion de las células
linfoides derivadas del timo (Kook y Trainin, 1974). Ademas, en otro estudio se
observé que la timopoyetina se une a receptores de membrana plasmética
presentes en protimocitos induciendo la estimulacién de la adenilato ciclasa (Bach

y col., 1991), lo cual sustenta a la hipétesis en cuestion.
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Alternativamente, se ha hipotetizado que en el mecanismo de accién de las
hormonas timicas participaria la prostaglandina E,. Esta hipotesis se apoya en
estudios que demostraron que tanto la timosina fraccion 5 como la T-a; estimulan
la produccion de prostaglandina E; en linfocitos inmaduros derivados del bazo de
ratones adultos timectomizados (ATx) o del timo de ratones intactos (Rinaldi-
Garaci y col., 1983). Ademas, se sugirié que el aumento de prostaglandina E, a
su vez podria estimular la sintesis de cAMP (Kook y Trainin, 1974; Bach y
Dardenne, 1988). También, se ha observado que la timosina puede afectar la via
de la lipoxigenasa y, probablemente, modular la sintesis de leucotrienos (Oates y
Goldstein, 1984), los cuales a su vez podrian aumentar los niveles de cAMP.

Otra hipotesis propone que las hormonas timicas actuarian, al menos en parte,
por mecanismos que incrementan los niveles de cGMP. Esta hipotesis se apoya
en estudios que demostraron que la incubacion de timocitos con la timosina
fraccion 5 induce el ingreso de calcio que, a su vez, induce un incremento en los
niveles de cGMP, los cuales mediarian la maduracion y activacion linfocitaria en el
timo y en el bazo (Oates y Goldstein, 1984). Ademas, dicha hipotesis se apoya en
estudios que mostraron que en linf-T maduros la timopoyetina se une a receptores
de membrana, los cuales activan la guanilato ciclasa (Bach y col., 1991).

En suma, los estudios presentados sugieren que las hormonas timicas
actuarian por medio del incremento en los niveles de nucledtidos ciclicos,
dependientes del influjo de calcio, involucrando la via de las prostaglandinas y la

de los leucotrienos.

1.1.3.3 Timulina

1.1.3.3.1 Aspectos generales

La existencia de un factor timico presente en el suero normal y en extractos
timicos ha sido descripta por Bach y Dardenne (1973) en experimentos en los
cuales dicho factor timico es capaz de aumentar la sensibilidad a la azatioprina de
las células T formadoras de rosetas. Este factor timico, aislado originalmente de
suero de cerdo, consiste en un nonapéptido de 847 daltons de peso molecular que
fue denominado factor timico sérico (FTS) (Bach y col., 1977).

La ausencia del FTS en el suero de ratones TX y de los ratones nude y su

presencia tras el trasplante del timo, demostré su exclusivo origen timico (Bach y
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Dardenne, 1973). En efecto, mediante diferentes técnicas de inmunofluorescencia,
inmunocitoquimica e inmunoelectromicroscopia pudo confirmarse la localizacion
del FTS en el citoplasma de las TEC. En estos estudios in vitro se usé un suero
anti-queratina para demostrar que las células que contenian el FTS eran de origen
epitelial. Ademas, se observaron inclusiones cristalinas citoplasmaticas que fueron
especificamente marcadas con anticuerpo anti-FTS (Schmitt y col., 1980). Esto
pudo confirmarse en un estudio posterior de Auger y col. (1984), en el cual
utilizando dos anticuerpos monoclonales (anti-FTS sintético y anti-FTS intracelular)
se marcaron células del timo de ratones normales y autoinmunes (NZB). La
marcacion predominé en la region medular y raramente se observé en la corteza,
excepto en la region subcapsular, la cual puede corresponder a las células
nodrizas. En la region medular, el elevado nimero de células inmunomarcadas
correlaciona positivamente con las TEC. Precisamente, en las TEC se detectd
fluorescencia intravesicular, con los dos anticuerpos, y Se marcaron sus
prolongaciones con el anti-FTS sintético.

El cultivo primario de las TEC humanas tratadas con tres inhibidores del
movimiento vesicular indujo una disminucion del FTS liberado y un aumento en el
namero de células marcadas con anti-FTS monoclonal. Esto sugirié que el péptido
es secretado por exocitosis (Savino y Dardenne, 1986).

En los ratones NZB (un modelo experimental de lupus eritematoso sistémico) se
observé una disminucion en el nimero de las células marcadas, en la intensidad
de la fluorescencia y en el nimero de vesiculas encontradas respecto de lo
observado en los ratones normales. Es de interés remarcar que las vesiculas son
mas grandes que las de los animales normales, tal vez debido a un proceso de
secrecion de timulina anormal. Ma&s aun, las inclusiones citoplasmaticas se
correlacionaron con la disminucién de los niveles de timulina circulante y fueron
descriptas en ratones Swan, NZB y normales viejos, sugiriendo que pueden
depositarse durante el desarrollo de ciertas enfermedades autoinmunes y durante
el envejecimiento (Schmitt y col., 1980).

La secuencia de aminoacidos del FTS circulante (aislada del suero de cerdo)
fue establecida a partir del péptido intacto y del péptido tratado con enzimas
proteoliticas por el método de Edman y es la siguiente: pyroGlu-Ala-Lys-Ser-GlIn-

Gly-Gly-Ser-Asn-OH (Pléau y col., 1977). Para confirmar la estructura primaria
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completa asi generada, se sintetizé un péptido (basandose en ella), el cual mostré
una actividad bioldgica, in vitro e in vivo, idéntica a la del FTS nativo (Bach y col.,
1977).

Sin embargo, algunas preparaciones de FTS sintético resultaron ser inactivas o
inestables. Este hecho sugiri6 la existencia de dos formas del péptido, una
biol6gicamente activa y otra que no lo era. Efectivamente, la incubacién del
péptido con agentes quelantes resultd en la pérdida de su actividad, la cual fue
recuperada tras la adicién de sales de Zn*?, Al** y Ga™. La activacion mas efectiva
del FTS fue obtenida mediante su mezcla con el Zn*? en una relacién molar 1:1, lo
cual demostré que la forma biolégicamente activa contiene un i6n zZn*. La
presencia de Zn™ en el FTS sintético fue confrmada por espectrometria de
absorcion atomica. Ademas, mediante estudios de microanalisis se identificaron
granulos densos de Zn*? dentro de vesiculas citoplasmaticas en cultivo de TEC y
en secciones timicas, sugiriendo que la interaccion con el FTS ocurre en estas
células (Dardenne y col., 1982).

A raiz de estos estudios pioneros, el complejo activo formado por FTS-Zn fue
denominado “timulina”. La actividad biologica de esta hormona fue evaluada por
un bioensayo desarrollado por Dardenne y Bach (1975), que utilizé la formacién de
rosetas a partir de glébulos rojos de oveja (el mismo se describird en Materiales y
Métodos). Desde que se desarrollo este bioensayo, a principios de los afios 70, ha
sido utilizado para medir los niveles de timulina en fluidos bioldgicos.

En un estudio con ratonas prefiadas TX se detectd timulina sérica después del
dia 14 de gestacién, probablemente secretada por el timo fetal (Bach, 1983). En el
hombre, los niveles mas elevados de timulina sérica se han detectado desde el
periodo neonatal hasta la adolescencia, momento en el que comienzan a declinar
alcanzando valores muy bajos a los 36 afios; a partir de este momento,
permanecen constantes durante el envejecimiento (se dosd hasta los 80 afios)
(Fig. 1) (Consolini y col., 2000).

Estudios de resonancia magnética nuclear y de dicroismo circular indicaron que
el nonapéptido en solucion acuosa es flexible y asume multiples conformaciones
en un equilibro dindmico (Laussac y col., 1986). Mas aun, en un estudio similar se
examinaron los cambios conformacionales del nonapéptido en presencia y

ausencia de Zn*?, de manera de aclarar la relacién entre la conformacién y la
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actividad. A partir de este estudio se determind: i) la existencia de dos complejos
de asociacién entre el Zn*? y el nonapéptido (1:1 y 1:2), i) la diferencia entre los
dos complejos depende de la Ser?, iii) en el complejo 1:1, las Ser*® y la Asn® son
los tres amino&cidos que se coordinan al i6n Zn*? (Fig. 2), y iv) la conformacién de
la secuencia Ser®-Asn® alrededor del metal es un factor determinante en la
expresion de la actividad biolégica (Cung y col., 1988). En un estudio in vitro, en
las TEC humanas, se sugirié que el Zn*? se une al FTS principalmente dentro de

las vesiculas citoplasmaticas, previo a su secrecion (Savino y Dardenne, 1986).

Figura 2: Representacion espacial que muestra la relacién estequiométrica
1:1 en el complejo Zn-FTS. Los residuos Ser*-OH, Ser®-OH y Asn®-COOH son los que
se coordinan al ion Zn*?, siendo el cuarto ligando una molécula de agua (w). Los nimeros
representan los nueve aminoacidos que forman el FTS, comenzando en el grupo N-
terminal (Modificado de Cung y col. 1988).

Durante estas investigaciones se sostuvo que la presencia de cambios minimos
en la secuencia del FTS podria alterar su accién bioldgica y su capacidad para
unirse a receptores celulares. Asi, para investigar la relacién entre la estructura y
la actividad del FTS, se realizaron estudios en los cuales a partir de la secuencia
nativa del péptido se sintetizaron numerosos analogos modificando uno o dos
aminoacidos (Pléau y col., 1979; Auger y col., 1987). Por ejemplo, en dos casos se
cambiaron los aminodcidos de las posiciones 4 y 9 por D-Ser y Asp,
respectivamente, lo que resultdé en péptidos inactivos en el bioensayo de rosetas.
El analogo Asp-9-FTS fue capaz de inhibir el efecto del FTS sobre las células

formadoras de rosetas. Otros analogos sintetizados, en los cuales fue sustituido el
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primer aminoacido por GIn o Pro, mostraron poseer una actividad biolégica
idéntica a la del FTS en el bioensayo de rosetas. El antagonista Asp-9-FTS y los
agonistas Pro-1-FTS y GIn-1-FTS mostraron capacidad de competir por el receptor
del FTS de la linea celular 1301 (derivada del cultivo de leucocitos de un paciente
con leucemia linfoblastica aguda) (Pléau y col., 1979; Gastinel y col., 1982).

Hasta el momento, se ha descrito la existencia de un receptor especifico para el
FTS en dos lineas celulares tumorales de linf-T humanos, la 1301 y la HSB2,
utilizando FTS tritiado ([*H]-FTS) (Pléau y col., 1980). El receptor de la linea 1301
fue el mas estudiado, describiéndose dos sitios de union independientes que no
presentan cooperatividad negativa, con Kq del orden de 3,5y 110 nM y un nimero
maximo de sitios de union de 48.000 y 780.000 por célula, respectivamente.
Ademaés, se observé que la interaccion del [°H]-FTS con la membrana plasmatica
de las 1301 fue estable, saturable y reversible (Gastinel y col., 1982). Sin
embargo, en estos estudios no se pudo corroborar la presencia de receptores
citoplasmaticos, necesitandose otros estudios para determinarlo. Todos los
esfuerzos subsecuentes para demostrar la presencia de receptores para FTS en
linf-B, linf-T normales u otros tipos celulares han sido infructuosos.

AuUn no se conoce de qué manera la timulina ejerce sus efectos. En estudios
basados en el bioensayo de rosetas se observo que el CAMP actia de manera
sinérgica con la timulina sobre las células formadoras de rosetas, por lo que se
sugirié que el cAMP podria ser el segundo mensajero mediante el cual la timulina
actla. Sin embargo, otros trabajos propusieron a las prostaglandinas (PG), debido
a que la presencia de inhibidores de PG anulé el efecto de la timulina (Bach,
1983). Sin embargo, las evidencias disponibles no son suficientes como para
sostener tal presuncion.

Se han documentado interacciones de la timulina con proteinas ain no
caracterizadas. En efecto, la actividad de la timulina en el bioensayo de rosetas
s6lo aparece después de la eliminacién por dialisis o por filtracion de moléculas
con un PM entre 100 a 300 kDa (Pléau y col., 1981). Estas observaciones apoyan
la hipétesis de la existencia de proteinas presentes en el suero normal que poseen
una accién inhibitoria sobre la timulina. Por otra parte, mediante el analisis de
eluciones obtenidas por fraccionamiento de suero humano y de raton se ha

sugerido la presencia de proteinas transportadoras de la timulina. Dichas
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moléculas tendrian un PM del orden del de la albimina o la prealbumina, de 40 a
60 kDa (Bach, 1983).

1.1.3.3.2 Control Neuroendocrino de la secrecion de timulina

La produccion y secreciéon de timulina esta influenciada directa o indirectamente
por el sistema neuroendocrino. Efectivamente, se ha documentado un namero de
secretagogos para la timulina. Estos incluyen la dexametasona, la progesterona, la
testosterona, el estrogeno (E;), la PRL, la GH y las hormonas tiroideas (Fig. 3). En
cultivo de TEC, cada una de estas moléculas estimula la liberacion de timulina.
Ademas de los efectos de estas hormonas, los opiodes enddgenos como las
B-endorfinas, estimulan la liberacién de timulina en cultivo de TEC de roedores y
humanos (Savino y Dardenne, 2000).

Distintos trabajos sustentan la existencia de un eje PRL-timulina. En primer
lugar, se ha identificado la presencia de receptores para PRL en las TEC
(Dardenne y col.,, 1991). Ademas, se ha observado que la PRL es capaz de
estimular la sintesis y secrecion de timulina, in vitro en las TEC e in vivo en
ratones viejos que poseian bajos niveles de timulina sérica (Dardenne y col.,
1989). Mas aun, en un modelo de hiperprolactinemia experimental, inducida por
inyecciones repetidas de PRL, se observo un incremento en los niveles de timulina
en animales jovenes y viejos (Savino y Dardenne, 2000). Por otra parte, se le ha
otorgado a la PRL un rol importante en el desarrollo y la funcién de los linf-T
(Hadden, 1992; Pierpaoli y col., 1976). Algunos investigadores sugirieron que la
PRL actia sobre una poblacién de células accesorias productoras de IL-1
induciendo la secrecion de esta citoquina, la cual actia sobre las TEC
promoviendo su proliferacién y aumentando la secrecién de timulina (Hadden,
1992).

Las fluctuaciones en los niveles séricos de la GH modulan la sintesis y la
secrecion de timulina. En perros viejos tratados con la GH bovina se observé una
restauracion parcial de sus bajos niveles de timulina (Goff y col., 1987). En ratones
viejos, el tratamiento con GH ovina incrementd sus bajos niveles de timulina (Goya
y col., 1992), mientras que en ratas viejas el tratamiento combinado de la GH y

tiroxina (T,4) restaurd parcialmente los bajos niveles de timulina (Goya y col., 1993).
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La hipofisectomia en ratas conduce a una intensa, aunque transitoria, disminucion
de los niveles séricos de timulina.

Se ha documentado que los nifilos que presentan una deficiencia congénita en
la producciéon de GH muestran, ademas, bajos niveles de timulina sérica. El
tratamiento con GH logra restaurar la timulina sérica, lo que se correlaciona con
los niveles de IGF-1 circulante (Mocchegiani y col., 1990b; 1996). Asimismo,
pacientes acromegalicos mostraron elevados niveles de timulina sérica en
comparacion con personas normales, lo cual también se correlacioné con niveles
elevados de IGF-1 (Timsit y col., 1992).

En experimentos in vitro, la GH humana recombinante estimulé la liberacion de
timulina a partir de las TEC, las cuales poseen receptores para dicha hormona
(Bany col., 1991). Ademas, en estos experimentos se observo que el efecto de la
GH podia ser bloqueado con el agregado de anticuerpos contra IGF-1 y contra el
receptor de IGF-1, lo que ha llevado ha postular al IGF-1 como un posible
mediador de los efectos de la GH sobre las TEC (Timsit y col., 1992).

Las hormonas tiroideas también modulan la secrecion de timulina. En estudios
in vitro, se observo que las hormonas tiroideas estimulan la secrecion de timulina
por una accién directa sobre las TEC (Mocchegiani y col., 1990a; Villa-Verde y
col., 1993). El tratamiento in vivo con tri-iodotironina (T3), en TEC de ratones y
ratas jovenes, indujo un incremento en los niveles de timulina sérica y en el
namero de células que contienen timulina en el timo. El efecto opuesto pudo
evidenciarse con la administracion de un inhibidor de la sintesis de hormonas
tiroideas, el 6N-propil-2-tiouracilo (Savino y col.,, 1984). Ademas, se ha
documentado que en animales viejos, los cuales poseen niveles de timulina sérica
disminuidos, el tratamiento con T, pudo revertir esta deficiencia (Fabris y
Mocchegiani, 1985; Villa-Verde y col.,, 1993). Pacientes con hipertiroidismo
exhibieron niveles elevados de timulina en el suero mientras que pacientes con
hipotiroidismo mostraron niveles disminuidos (Fabris y col., 1986).

Respecto de la accion de la ACTH o las gonadotrofinas sobre la timulina, adn
no se ha documentado que ejerzan un efecto directo sobre su secrecion. Sin
embargo, se ha observado que un aumento en la liberacion de ACTH, por ejemplo
en el pico del ciclo circadiano o durante una cirugia, coincidié con un aumento de

la liberacion de timulina (Safieh-Garabedian y col., 1992). En un estudio in vitro, la

-33-



ACTH mostr6 incrementar, de manera dosis dependiente, los niveles de timulina y,
ademas, esta actividad fue dependiente de Ca*? (Buckingham y col., 1992).

Centros
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Figura 3: Control pleiotrépico sobre la produccion y secrecidon de timulina. La
timulina ejerce una retroalimetacion negativa sobre su propia produccion. La liberacién de
timulina se encuentra estimulada por la TSH, por medio de la T3 y T4, y por accion directa
de la PRL y la GH. AUn no esta claro si la accion de la ACTH y las gonadotrofinas (LH y
FSH) sobre las células epiteliales del timo (TEC), ya sea directa o indirectamente por
medio del cortisol-corticosterona y por los esteroides sexuales (testosterona, progesterona
y estrégeno), es inhibitoria o estimulatoria.

El efecto de los esteroides adrenales y gonadales sobre la secrecién de timulina
parece ser complejo; una estrategia experimental para estudiarlo es mediante la
adrenalectomia y/o la gonadectomia. La extraccion de las adrenales o las
gonadas, en machos y hembras, produjo una disminucion transitoria (durante un
mes) de los niveles de timulina sérica. Por su parte, la adrenalectomia junto con la
gonadectomia produce una disminucion de la timulina sérica mas prolongada
(durante 3 meses volviendo a valores normales a los 6 meses). Es de remarcar
gue en ambos procesos de cirugia simple o doble se ha observado un incremento
en el contenido intratimico de timulina (Dardenne y col., 1986). En cultivos de TEC,

de roedores y humanos, se observé que la exposicion a niveles fisiologicos de
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glucocorticoides, estradiol, progesterona o testosterona aumentd la concentracion
de timulina en los sobrenadantes celulares (Savino y col., 1988).

Aunque no existen evidencias concluyentes, se sugiere que hay factores
hipotaldmicos capaces de influir en la produccién de timulina mediante una accion
directa sobre la actividad endocrina de las TEC. Se ha observado que el
tratamiento i.p. de ratones senescentes con extractos hipotalamicos provenientes
de ratones jovenes corrigio el déficit de los niveles de timulina sérica (Folch y col.,
1986). En cultivos de TEC, la exposicion a extractos hipotalamicos o hipofisarios
derivados de ratones jovenes indujo un aumento en la concentracién de timulina
en los sobrenadantes celulares y este efecto decay6 cuando los extractos se
obtuvieron de ratones viejos (Goya y col., 1995a).

Se ha documentado que tanto in vitro como in vivo la timulina es capaz de
regular su propia secrecion (Savino y Dardenne, 2000). En efecto, se ha
observado que el tratamiento con anticuerpos monoclonales anti-timulina en
ratones resulta en un incremento en el contenido intratimico de la hormona
(Savino y col.,, 1983). Mas aun, la incubacién de TEC en cultivo con estos
anticuerpos incrementé el nimero de células que contienen timulina. De manera
inversa, la adicion exdgena de timulina en cultivos de TEC resultd en una

disminucion de su liberacién (Cohen y col., 1986).

1.1.3.3.3 Propiedades biol6gicas de la timulina

1.1.3.3.3.1 Acciones inmunomodulatorias

La timulina ejerce distintas acciones sobre el sistema inmune. Entre las mas
importantes puede mencionarse su participacion en la diferenciacion de los linf-T y
en la modulacion de la mayoria de sus funciones. Dependiendo del estado
inmunoldgico del modelo experimental que se utilice, la timulina es capaz de
estimular, inhibir o dejar intactas las funciones de los linf-T estudiadas (Tabla 2).

Se ha demostrado que la timulina induce una amplia variedad de marcadores
de diferenciacion in vitro e in vivo en células inmaduras (pro-linfocitos y timocitos) y
en linf-T de pacientes y animales inmuno-suprimidos (Incefy y col., 1980; Bach,
1983). Ademas, se ha observado que esta hormona estimula: i) la activaciéon de
linf-T citotoxicos (linf-Tc), linf-T colaboradores (linf-Th) y linf-T supresores (linf-Ts),

ii) la proliferacién de linf-T y iii) la sintesis de IgG anti-ADN, IgA e IgG y de IL-2
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(Charreire y Bach, 1975; Bach, 1983). En general, los efectos documentados para

la timulina son inmunoestimuladores, pero un ejemplo de su efecto
inmunosupresor es el retardo en el rechazo del trasplante de piel en animales
normales, tal vez por estimulacion de linf-Ts (Kaiserlian y col., 1981).

En otros estudios, se ha observado que la timulina ejerce un efecto dual sobre
la actividad de las células citotéxicas naturales (NK, Natural Killer), aumentandolas
o reduciéndolas, dependiendo de la concentraciéon de timulina empleada (en

estudios in vitro) y de los valores iniciales de la actividad de estas células (en

estudios in vivo, en pacientes con cancer) (Dokhelar y col., 1983).

Tabla 2: Resumen de los efectos de la timulina sobre las funciones de los linf-T

(Bach, 1983).

Efecto de la timulina

Modelo experimental

Estimulacion de la
proliferacion de linf-T

« Proliferacion inducida por fitohemoaglutinina en ratones y
ratas ATx y en humanos inmunodeficientes.
« Lupus.

Aumento de la
citotoxicidad e
hipersensibilidad
retardada

« Reaccion citotoxica alogénica en ratones ATX.

« Citotoxicidad anti-trinitrofenol en timocitos normales.

« Reaccion de rechazo de injerto-contra-huésped en ratones
normales.

« Estimulacién de la hipersensibilidad retardada en ratones
ATX.

Estimulacion de la
actividad de los linf-Th

« Induccién de la sintesis de anticuerpos en ratones
senescentes y en pacientes inmunodeficientes.

« Induccién de la produccién de IL-2 en timocitos normales y
en provenientes del bazo de ratones nude.

« Aumento en la produccion de autoanticuerpos (IgG anti-
ADN) en ratones hembras jovenes de la cepa B/W.

Estos efectos se observan con bajas dosis de timulina (<10

M).

Estimulacion de la
actividad de los linf-Ts

. Retardo en el rechazo a injertos de piel en ratones
normales.

« Depresion de la produccién de autoanticuerpos (IgG anti-
ADN) en ratones machos jovenes de la cepa B/W.
«Estimulacion de la supresion inducida con concanavalina A
en personas normales y con lupus.

Estos efectos se observan con altas dosis de timulina (>10”
M).

Modificacion de la
actividad de las células
NK

« Aumento de la actividad de células NK: in vivo en pacientes
con bajos valores de NK, e in vitro con bajas concentraciones
de timulina.

« Disminuciéon de la actividad de células NK: in vivo en
pacientes con valores normales o elevados de NK, e in vitro
con altas concentraciones de timulina.

Aumento en la
respuesta de los linf-B

. Favorecimiento de la activacion policlonal de linf-B del raton
inducida por LPS.
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Se estudio el efecto del tratamiento con timulina en un modelo de ratén hibrido
(B/W), conocido por desarrollar espontaneamente un cuadro de autoinmunidad
severa caracterizado por elevados niveles de anticuerpos anti-ADN, depdsitos de
Ig en los glomérulos y un sindrome linfoproliferativo (Sindrome de Sjégren,
trastorno autoinmunitario crénico que se caracteriza por infiltracion
linfoplasmocitaria de las glandulas exocrinas con destruccién epitelial). En
animales machos viejos B/W la inyeccion intraperitoneal (i.p.) de timulina, durante
4 semanas, indujo una mejoria en los niveles de autoanticuerpos (marcada
disminucion) y en la glomerulopatia (disminucion de los depdsitos de Ig) (Israel-
Biet y col., 1983).

Por consiguiente, tradicionalmente se ha considerado que la timulina posee un
papel inmunomodulador. No obstante, evidencias recientes demostraron que la
inyeccién sistémica de esta hormona en dosis de nanogramos es capaz de
producir hiperalgesia y citoquinas inflamatorias, mientras que cuando se la inyecta
a dosis mas altas (en microgramos), previo a la inyeccion periférica de endotoxina
(ET), puede inducir el efecto opuesto (Safieh-Garabedian y col., 2000). Otros
estudios realizados en un modelo de leishmaniasis cutanea en ratones indujo
hiperalgesia y estimulacion de la IL-1B y del factor de crecimiento nervioso (NGF),
aportando evidencias en relacién a la accion moduladora que ejerce la timulina
sobre dicha hiperalgesia. En este modelo, las inyecciones i.p. de esta hormona a
distintas concentraciones (1, 100 y 1000 ng) indujeron una reduccion de la
hiperalgesia y de los niveles de los factores proinflamatorios (IL-18 y NGF), de
manera reversible y dependiente de la dosis (Kanaan y col., 2002).

Adicionalmente, la timulina ha demostrado ejercer una accién antiinflamatoria
sobre el sistema nervioso central (SNC) y, de esta manera, se le otorga un rol
potencialmente neuroprotector. Precisamente, en un modelo de inflamacién
cerebral por inyeccién intracerebroventricular (i.c.v.) de ET, el pretratamiento con
timulina i.c.v. redujo la hiperalgesia y normalizé o atenu6 los niveles elevados de
IL-1B e IL-6 (inducidos por la ET) en algunas area del cerebro (Safieh-Garabedian
y col., 2003).

Debido a la bimodalidad de las acciones de la timulina, se llevaron a cabo
experimentos con el péptido sintético analogo a la timulina Asp-9-FTS (PAT),

inicialmente sintetizado por Pleau y col, 1979. En un primer trabajo, se estudi6 la
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accion del PAT en el tratamiento del dolor por inflamacion en modelos animales de
hiperalgesia inflamatoria inducida por ET, sistémica y local. Se demostré que
ejercia un poderoso efecto hipoalgésico y anti-inflamatorio que puede atribuirse a
su accion inhibitoria de la cascada inflamatoria (Safieh-Garabedian y col., 2002).

Complementariamente, se estudi6 el efecto del PAT en cuatro modelos
animales de dolor neurogénico (dos por mononeuropatia periférica y dos por
hiperalgesia inducida por capsaicina). Los resultados de este trabajo demostraron
que el PAT ejerce un poderoso efecto analgésico (con dosis en microgramos en
comparacion con otras drogas como la morfina en miligramos). Dicho efecto fue
evidenciado por la inhibicion dosis dependiente de las manifestaciones
neuropatoldgicas, en los modelos de mononeuropatia, y por la interferencia,
directa o indirecta, de la accidon de la capsaicina sobre las aferencias nociceptivas.
Por lo tanto, el PAT parece reproducir los efectos analgésicos de la timulina sin
ejercer ninguna accién hiperalgésica (Saadé y col., 2003).

Recientemente, se ha documentado que la timulina posee actividad protectora
en otros organos, pudiendo modificar el dafio celular y la lesién tisular. En efecto,
el dafio renal inducido por cefaloridina (CER, un antibi6tico nefrotéxico que induce
falla renal aguda en animales y humanos), mediado por la activacion de la via de
sefalizacion ERK, resulta significativamente atenuado por la administracion
intravenosa de timulina. En este estudio se demostré que el pre-tratamiento con
timulina inhibe la activacion de ERK inducida por CER vy, por lo tanto, previene la
disfuncion renal en ratas (Kohda y col., 2005).

Otros estudios mostraron que la timulina previene la pancreatitis experimental y
la diabetes inducida por aloxano o estreptozotocina (Yamanouchi y col., 1994) y la
diabetes y miocarditis causadas por el virus de la encefalomiocarditis en ratones
(Mizutani y col., 1996). Ademas, se ha demostrado que suprime la encefalomielitis
alérgica aguda experimental y la fibrosis de la piel durante la reparacién de la
herida (Nagai y col., 1982; Barbul y col., 1989). En otros trabajos se ha
demostrado que la timulina previene la lesion pulmonar inducida por bleomicina,
una droga antitumoral (Yara y col., 2001). Mas recientemente se observo que
también previene la aparicion del perfil cardiopulmonar morfolégico, hemodinamico
e inflamatorio caracteristico de la hipertension pulmonar inducida por

monocrotalina (Henriques-Coelho y col., 2008).
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Aln no se conoce el mecanismo preciso mediante el cual la timulina ejerce su
proteccion en los tejidos dafiados y en las alteraciones mencionadas. Se ha
demostrado que este péptido es capaz de incrementar los niveles de la superoxido
dismutasa en ratones con senescencia acelerada (Zhao y col., 1990), sugiriendo

gue tal vez actue alterando la produccién de radicales libres.

1.1.3.3.3.2 Acciones endocrinas
1.1.3.3.3.2.1 Actividades hipofisotropicas

Un namero creciente de investigaciones le otorgan a la timulina un rol
hipofisotropico. En efecto, en condiciones in vitro, la incubacién de timulina con
fragmentos hipofisarios obtenidos de ratas machos adultas indujo una
estimulacion de la liberacion de LH (Zaidi y col., 1988). Coincidiendo con estos
resultados, se ha demostrado que este metalopéptido puede estimular la
liberacion de GH, PRL, LH y TSH a partir de preparaciones de células
adenohipofisarias perifundidas obtenidas de ratas hembras. Este efecto
hipofisotropico es dependiente de la dosis de timulina y disminuye con la edad de
los animales donantes de células adenohipofisarias, lo cual sugiere que el
envejecimiento conduce a una desensibilizaciéon de la hipdfisis a las sefales
timicas (Brown y col., 1998; 1999; 2000).

En un estudio posterior se establecio que el efecto de la timulina sobre la
liberacion de gonadotrofinas varia durante del ciclo estral de la rata.
Concretamente, la hormona posee un efecto estimulatorio sobre la liberacién de
LH durante todo el ciclo, y de FSH durante el diestro 1, pero es inhibitoria durante
el estro. Ademas, se observd una relacion directamente proporcional entre los
niveles de progesterona y el efecto de la timulina sobre la liberacién de FSH,
siendo factible que la progesterona actue regulando la reactividad de las células
hipofisarias a la timulina. Por lo tanto, estos resultados sugieren que la influencia
de este péptido timico depende del status hormonal de los animales donantes de
las pituitarias (Hinojosa y col., 2004). Adicionalmente, se ha observado que la
timulina estimula la liberacion de ACTH en incubados de fragmentos hipofisarios
de rata, efecto que parece estar mediado por una acumulacion intracelular de
CcAMP y cGMP (Hadley y col., 1997).
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De manera complementaria, se ha estudiado el efecto de la disminucién de la
timulina sérica sobre la hipdfisis. Para ello se realizé una inmunoneutralizacion de
la hormona mediante un anticuerpo anti-timulina en ratones desde el nacimiento
hasta la pubertad. A partir de este estudio pudo evidenciarse una disminucién en
los niveles séricos de PRL, LH, FSH, GH y TSH. Esta alteracion del estado
hormonal se correlacioné con modificaciones, en su mayoria compensatorias, del
tamafo y numero de células de las poblaciones adenohipofisarias. Por ejemplo, se
observ6 un menor namero de células en las poblaciones lactotropa, somatotropa y
corticotropa, y una hipertrofia celular en las poblaciones gonadotropa, somatotropa
y corticotropa. Ademas, pudieron determinarse diferencias en la respuesta a la
inmunoneutralizacién relacionadas con el sexo de los animales (Camihort y col.,
2006).

1.1.3.3.3.2.2 Relevancia de latimulina en el eje reproductivo

Se ha sugerido una participacion, directa o indirecta, de la timulina sobre las
gonadas. En efecto, en la hembra, esta hormona puede intervenir en la funcién
esteroidogénica ovérica, incrementando la actividad de la aromatasa (enzima
limitante de la esteroidogénisis). Ademas, se observé que los ovarios responden a
la timulina mediante un mayor incremento de las gonadotrofinas durante la
maduraciéon de la granulosa y aumento en la secreciéon de la progesterona
(Ledwitz-Rigby y Scheid, 1991). La administracion de timulina previa al tratamiento
con eCG (gonadotrofina cordnica equina) indujo un incremento en el peso ovarico
y en la tasa de ovulacion, efecto que dependi6 de la dosis del metalopéptido y de
la edad de los ratones (Hinojosa y col., 1999).

En el macho, también se sugiere que la timulina es uno de los componentes de
la compleja serie de eventos endocrinos y paracrinos que controlan la
esteroideogénesis testicular. Efectivamente, se ha demostrado que esta hormona
afecta positivamente la acumulacion de andrégeno testicular. En estos estudios,
en tres lineas de cerdos genéticamente seleccionadas por poseer niveles
elevados, bajos y normales de LH circulante, la timulina fue inyectada en la
yugular determinando, en general, un incremento de las concentraciones
circulantes de testosterona. La inyeccién de timulina no afecto las concentraciones

de estrogeno, por lo cual su efecto se limita a la accion sobre los androgenos.
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Dichos efectos son dependientes de las concentraciones de LH y timulina. Por lo
tanto, estos resultados apoyan la hipétesis que propone que la timulina aumenta el
efecto estimulador de la LH sobre el incremento de andrégenos en los testiculos
de ratas y cerdos (Wise 1998; Wise y Ford, 1999).

1.1.3.3.3.3 Enfermedades asociadas al disbalance timico: Potencial
terapéutico de la timulina

En humanos y animales, se ha demostrado que el envejecimiento conduce a
una severa involucién del timo y de los niveles de timulina sérica (Goff y col., 1987;
Goya y col.,, 1992; Consolini y col.,, 2000). Por otra parte, la mayoria de las
enfermedades que desarrollan un cuadro de inmunodeficiencia presentan atrofia
timica y anormalidades en las TEC. Ademas, en todos los casos se ha observado
una significativa reduccion en los niveles séricos de timulina (Safieh-Garabedian y
col., 1992). Estas enfermedades incluyen al sindrome de DiGeorge, la ataxia
telangiectasia, la deficiencia de IgA con bajo numero de linf-T, las infecciones
cronicas asociadas con descenso de linf-T, las leucemias, los linfomas y las
enfermedades autoinmunes, tales como, el lupus eritematoso sistémico, la artritis
reumatoidea (AR), la esclerosis multiple y la diabetes autoinmune (Incefy y col.,
1980). Si bien no existe evidencia de que la caida en los niveles circulantes de
timulina juegue un rol causal en las mencionadas patologias, resulta plausible
suponer que la terapia de reemplazo con timulina podria atenuar algunos de los
sintomas asociados a estas enfermedades o al envejecimiento (Ilwata y col., 1981).

En estudios de nifios y adultos con sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA), se observé que sus niveles de timulina sérica se encontraban disminuidos
en comparacion con voluntarios saludables. Ademas, estos pacientes presentaban
una disminucion en el niamero de linf-T, asi como una respuesta disminuida a la
fitohemoaglutinina y una propension a desarrollar infecciones virales (Dardenne y
col., 1983; Safieh-Garabedian y col., 1992). La disminucion en los niveles séricos
de timulina y las anomalias de los linf-T en estos pacientes, apoya la hipétesis de
que la timulina juega un rol relevante en el mantenimiento de una
inmunocompetencia normal (Safieh-Garabedian y col., 1992).

Se han realizado algunos abordajes clinicos preliminares con timulina sintética.

En pacientes con sindrome de DiGeorge, la timulina restaur6 el niumero y la
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funcion de los linf-T. En tres casos de nifios con sindrome de inmunodeficiencia
(dos relacionados con la ataxia telangiectasica) la administracion intravenosa de
timulina sintética (10 pg/Kg), diariamente durante dos semanas y luego
quincenalmente, indujo una mejoria clinica general, una disminucién de la
frecuencia de las infecciones, una correccion del déficit de linf-T y una rapida
produccion de IgA (a las dos semanas de comenzado el tratamiento) (Bordigoni y
col., 1982). En el caso de tratamiento de AR se observé un mejoramiento clinico,
en particular, de aquellos aspectos relacionados con la inflamaciéon (Amor y col.,
1987).

1.2 MODELOS ANIMALES DE TIMODEFICIENCIA

Los roedores inmunodeficientes son modelos indispensables para las
investigaciones biomédicas en oncologia, inmunologia, enfermedades infecciosas,
estudios del sistema inmune, rechazo de tejidos trasplantados e infecciones. Los
animales timoprivos constituyen un modelo de inmunodeficiencia ampliamente
utiizado. A continuacion se describen algunos modelos animales de

timodeficiencia.

1.2.1 ANIMALES TIMECTOMIZADOS

Se encuentra bien establecido que los ratones y cobayos timectomizados en los
primeros dias de vida desarrollan una marcada deficiencia en la poblacion de linf-T
y en su capacidad inmunoldgica y algunos desarrollan el sindrome de Wasting,
que lleva a la muerte de los animales (Pierpaoli y Sorkin, 1972). Una caracteristica
de este sindrome es la deficiencia de linfocitos, lo que sugiere que el factor
primario de esta patologia es el disbalance en el sistema linfoide. A esta hipotesis
la sostienen estudios que demuestran que el sindrome puede ser prevenido por un
adecuado transplante de tejido linfopoiético (Pierpaoli y Sorkin, 1972; Pierpaoli y
Besedovsky, 1975).

Distintas especies animales responden de diferentes maneras a la timectomia
neonatal (NTx), probablemente por una variabilidad en el grado de madurez y
funcién del timo al nacer. Por ejemplo, en ratas, ratones y hamsteres se observo

una disminucion de sus linf-T. En cuanto al desarrollo del sindrome de Wasting,
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los ratones lo desarrollan, las ratas raramente lo presentan y, en el caso de los
hamsteres, los machos lo desarrollan y las hembras no, sugiriendo la presencia de
un factor hormonal y/o sexual en estos animales (Sherman y Dameshek, 1964).

La timectomia en ratones recién nacidos y hasta los 35 dias de edad interfiere
con el desarrollo de la capacidad inmunolégica de las células provenientes de los
ganglios linfaticos y del bazo (Dalmasso y col.,, 1964). Asimismo, se ha
demostrado que la NTx en ratones induce una defectuosa produccion de
anticuerpos y, frecuentemente, estos animales muestran un crecimiento deficiente,
desarrollan el sindrome de Wasting y mueren a edades tempranas.
Contrariamente, la TX en animales adultos no estd acompafiada por un severo
disturbio en la linfopoyesis o en las funciones inmunes. Sin embargo, si el animal
adulto se timectomiza e irradia desarrolla severos defectos en la capacidad
inmunoldgica (Miller, 1964).

En cuanto a su estado endocrino, los ratones NTx han evidenciado
alteraciones en los niveles de las distintas hormonas hipofisarias, de manera
similar a lo que ocurre en los ratones congénitamente atimicos. Asi, tras la NTx se
han observado modificaciones en la poblacion somatotropa (Pierpaoli y Sorkin,
1972), en los niveles séricos de GH, LH y FSH, sin alterar los niveles de PRL
(Michael y col., 1980). Adicionalmente, se ha documentado que la NTx indujo una
disminucion en los niveles de estrogeno circulante (Garcia y col.,, 2000) y
alteracion de la corteza adrenal (Pierpaoli y Sorkin, 1972).

La timectomia en distintas cepas de ratones y en ratas, realizada
neonatalmente, y en primates (TX fetal) indujo importantes alteraciones

reproductivas, las cuales se describen en el inciso 1.3.2 de la presente tesis.

1.2.2 EL RATON CONGENITAMENTE ATIMICO: NUDE

La mutacion nude (nu) fue descubierta en 1962 en una colonia exocriada de
ratones; luego se determind que era autosdmica recesiva (1966) y que causaba
disgenesia timica (1968). Es decir, los mutantes nude carecian de un timo
funcional, observandose solo un rudimento, y producian un nimero muy reducido
de células T maduras (Rygaard, 1973). Ademas de fallar en la formacion del timo,
el ratdbn nude (homocigota) presentaba un fenotipo desnudo o sin pelo,

caracteristica que le dio el nombre a la mutacion.
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El alelo mutado nude esté localizado en el cromosoma 11 y tiene un efecto
pleiotrépico. Recientemente, se ha determinado que el gen whn (winged helix
nude) representa el gen nude. Los ratones heterocigotas (nu/+) para dicho gen
son fenotipicamente normales e inmunocompetentes mientras que los
homocigotas (nu/nu) son los inmunocomprometidos (Fig. 4).

El clonado del gen whn dio lugar a una serie de investigaciones que arrojaron
las siguientes conclusiones: i) los dos clones generados con la mutacion whn
(homocigotas) exhiben las mismas caracteristicas macroscopicas del raton nude,
atimia y carencia de pelo; ii) el gen whn codifica para una proteina nuclear, el
factor de transcripcion WHN; iii) para la formacion del primordio timico no se
requiere la expresion del gen whn; iv) para una exitosa colonizacién de los
precursores de los linf-T en el rudimento timico es necesaria la expresion de gen
whn; y por dltimo, v) la actividad del gen whn también es necesaria para el
mantenimiento de la diferenciacién de las células precursoras primitivas en los

fenotipos de TEC en el timo maduro (Nehls y col., 1996; Schlake y col., 1997).

A B

Figura 4. Ratones homocigota nude (A) y heterocigota (B). Puede observarse las
diferencias fenotipicas ocasionadas por la mutacion nude.

Los mutantes nude poseen defectos basicos que pueden involucrar las tres
capas embrionarias. La disgenesia timica parece ser causada por un error
metabolico en el ectodermo y mesodermo y por una inadecuada masa
mesenquimatica en el area del mediastino. Estas anormalidades resultan en una
falla durante la colonizacion del rudimento timico por los protimocitos migrantes,
acompafada de alteraciones en las células estromales y epiteliales (Holub, 1989).
Consecuentemente, estos animales presentan deficiencias de linf-T competentes,
aunque mantienen un complemento normal de linfocitos B, dependientes de la

médula 0sea, y niveles elevados de las células NK y de macréfagos (Holub y col.,
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1989) que es su principal mecanismo de defensa. La formaciéon de anticuerpos en
estos mutantes esté principalmente limitada a las IgM y a una respuesta primaria.
Los niveles de IgG fluctian considerablemente entre individuos de la misma
colonia. Ademas, se observa un déficit general en las IgA y una heterogeneidad
disminuida de las inmunoglobulinas (Mink y col., 1980).

En la piel de los ratones nude se observa una queratinizacion defectuosa del
pelo y degeneracion de los foliculos pilosos, resultando en calvicie a pesar de que
incrementan la frecuencia de los ciclos de crecimiento capilar (Eaton, 1976). A
nivel histolégico, presentan escasos foliculos pilosos normales y también algunos
pelos finos. Como consecuencia de la calvicie estos animales tienen problemas de
termorregulacion (Holub, 1989).

Ademas de las caracteristicas fenotipicas descritas de los ratones nude (atimia
y carencia de pelo), estos animales poseen un peso corporal y de sus 6rganos
menor que el de los heretocigotas. Este tipo de anormalidades en el peso pueden
estar determinadas genéticamente y/o por una accion prenatal del timo (Rebar y
col., 1982).

Los ratones nude han mostrado poseer niveles de gonadotrofinas disminuidos;
esta anomalia no se encuentra genéticamente ligada al sexo. En efecto, en
distintas investigaciones se ha observado que machos nude poseen
concentraciones reducidas de LH y FSH en la hipodfisis y en el suero, en
comparacion con su contraparte heterocigotas. Estas concentraciones son aun
mas reducidas en el periodo previo a la maduracion sexual (Rebar y col., 1982;
Goya y col., 2001). Dicha deficiencia fue prevenida parcialmente mediante la
implantacién de timos provenientes de animales heterocigotas (Rebar y col.,
1981b). Otras hormonas que se han observado disminuidas en estos mutantes
son la TSH, la GH, la T3 y la PRL séricas, sin mostrar cambios en los niveles de T4
y en la morfologia de las células tirotropas, somatotropas Yy lactotropas
adenohipofisarias (Goya y col., 1995b; 1996).

Adicionalmente, se ha observado que los ratones congénitamente atimicos
responden anormalmente al estrés. En efecto, el estrés por inmovilizacién indujo
una reduccidbn en los niveles de GH, TSH y gonadotrofinas séricas,
particularmente de LH, y una elevacion inmediata de los niveles de PRL sérica, en

hetero y homocigotas, aunque la respuesta de estos ultimos fue menor (Goya y
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col., 1995b; 1996; 2001). Tales resultados sugieren que estos mutantes presentan
una disfuncion neuroendocrina en relacion con las gonadotrofinas.

Consecuentemente, se ha observado que en los ratones machos nude adultos
los niveles séricos de testosterona se encuentran disminuidos (Rebar y col., 1982).
El estrés por frio indujo un incremento en los niveles séricos de TSH, T3y T4 en
los ratones homo y heterocigotas, siendo mayor la respuesta en los ratones
atimicos, aunque los niveles basales de TSH y T3 estén disminuidos. Por
consiguiente, la respuesta neuroendocrina a un agente estimulatorio, como el frio,
parece estar bien preservada en los ratones nude por medio del eje TSH-tiroides
(Goyay col., 1995b).

Las hembras homocigotas nude prepuberales, han mostrado poseer niveles de
gonadotrofinas séricas disminuidos en comparacion con los de las heterocigotas.
En el periodo prepuberal se ha observado un dramatico incremento en los niveles
de gonadotrofinas hipofisarias en el dia 20 de edad, tanto en heterocigotas como
en nude. Sin embargo, las concentraciones de gonadotrofinas en las hembras
homocigotas son significativamente menores que las de las hembras heterocigotas
(Rebar y col., 1980). En un estudio posterior, durante el primer dia de vida, las
hembras nude fueron implantadas subcutdneamente con timos provenientes de
animales heterocigotas y sacrificadas en el dia 20 de edad, lo que resulté en una
completa prevencion de los bajos niveles séricos de gonadotrofinas (Rebar y col.,
1981b). Después de la apertura vaginal, las concentraciones de LH y FSH en la
hipdfisis y los niveles séricos de FSH no mostraron ser significativamente
diferentes, mientras que los niveles de LH en suero permanecieron disminuidos
durante la vida (Rebar y col., 1980).

La PRL es otra hormona que se encuentra afectada en estos mutantes. Se ha
observado que el trasplante de timo, hipdfisis o de timo mas hipéfisis en hembras
nude de 30 dias de edad, induce un incremento significativo de los niveles séricos
de PRL (30 dias después del trasplante) en comparacion con las hembras nude
que no fueron trasplantadas (Gaufo y Diamond, 1997).

Adicionalmente, se han observado en los ratones nude (machos y hembras),
alteraciones en la corteza adrenal que pueden ser prevenidas mediante el
trasplante neonatal de timo (Pierpaoli y Sorkin, 1972). Las hembras nude

homocigotas de 30 dias también han mostrado poseer niveles de estrona y
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androstenediona disminuidos en comparacién con los niveles de las heterocigotas
(Rebar y col., 1980). Presentan asimismo alteraciones en su eje reproductivo, las
cuales se describen en detalle en el inciso 1.3.2 de la presente tesis.

Se ha documentado que, bajo condiciones convencionales de crianza, los
ratones atimicos poseen una vida corta (2-4 meses) (Pierpaoli y Sorkin, 1972). No
obstante, bajo condiciones libres de gérmenes (SPF), se ha observado que la
supervivencia maxima del ratdn nude es la misma que la de raton salvaje (Holland
y col., 1978). El promedio de supervivencia de los ratones nude, sin embargo, es
menor que el de su contraparte heterocigota porque desarrollan mas
frecuentemente linfomas. Ademas, el mutante nude es mas susceptible a ciertos
patdgenos naturales (virus y parasitos intestinales) (Holub, 1992).

En condiciones convencionales, estos mutantes progresivamente presentan
una reduccion del peso corporal, pérdida de la grasa subcutanea, disminucién de
los linfocitos periféricos, una rapida deshidratacion con hipotermia e hipotonia
muscular, diarrea, cataratas y caquexia (Fig. 5). Debido a estos sintomas dichos
animales deteriorados fueron llamados “wasting” o “senescentes” (Pierpaoli y
Sorkin, 1972). Ademas, los animales con wasting mostraron alteraciones mas
pronunciadas en las adrenales y desarrollo de atrofia e hipofuncionalidad en la
tiroides, respecto de los ratones nude que no presentan wasting (Pierpaoli y
Sorkin, 1972).

Figura 5. Fotografia de un raton congénitamente atimico nude de 3 meses de
edad que desarrollé “wasting”. Extraida de Pierpaoli y Sorkin, 1972.

A nivel central, las hembras nude mostraron deficiencias en la corteza frontal y
fronto-parietal, que incluyen las aéreas motora y somatosensorial primarias, sin

observarse alteraciones en la corteza occipital. Las regiones corticales afectadas,
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de ambos hemisferios, fueron méas delgadas en las hembras nude respecto de las
heterocigotas. El trasplante de timo, hipdfisis y de timo mas hipdfisis dentro de la
capsula del rifidn derecho, en hembras nude de 30 dias de edad, indujo una
restauracion del tamafio de las &reas corticales deficientes, 30 dias después del
trasplante (Gaufo y Diamond, 1997).

Finalmente, se considera que el raton mutante nude es un modelo clave para
estudiar la diferenciacion de los linf-T, las reacciones celulares especificas y la
termogénesis en estados de inmunodeficiencia (Holub, 1992). Ademas, el hecho
de que acepten el trasplante de tumores humanos ha contribuido al desarrollo de
las investigaciones sobre el cancer, convirtiendo a estos roedores en el primer

modelo animal de experimentacién inmunodeficiente (Carbone y Maschi, 2006).

1.3 EIROL DEL TIMO SOBRE EL EJE REPRODUCTIVO

1.3.1 DESCRIPCION DEL EJE HIPOTALAMO-HIPOFISO-GONADAL

El eje reproductivo femenino esta constituido por el hipotalamo, la
adenohipdfisis y los ovarios. El hipotalamo es una regién del sistema nervioso
central (SNC) localizada en el diencéfalo, formando las paredes laterales y
ventrales del tercer ventriculo, por debajo del tdlamo y por encima de la hipdfisis.
Se conecta con la hipdfisis mediante el tallo hipofisario.

El hipotalamo consta de varios nucleos constituidos por células que sintetizan y
secretan distintos péptidos que actlan sobre la hipdfisis, modulando su funcion.
Por lo tanto, esta estructura nerviosa puede ser considerada una glandula.
Efectivamente, el hipotdlamo ha sido ampliamente estudiado por su estricta
dependencia hormonal y por considerarse el centro responsable de la
coordinacién del sistema endocrino, regulando las actividades de las glandulas
tiroides, suprarrenales y las génadas, asi como las funciones de crecimiento,
lactancia y equilibrio hidrico, entre otras. Ademas, interviene en funciones de
naturaleza no endocrinas (regulacion de la temperatura), en la actividad del
sistema nervioso autobnomo y en el control del apetito (Genuth, 1998; Larsen y col.,
2002).
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La glandula pituitaria o hipdfisis cumple wuna funcion integradora
neuroendocrina, regulando a glandulas periféricas y a tejidos blanco hormono-
dependientes. Actua sobre el metabolismo, la reproduccion y el crecimiento tisular.
Esta localizada en la zona central de la base del cerebro y se halla alojada en una
concavidad del esfenoides denominada silla turca. Esta glandula consta de dos
porciones principales: 1) la adenohipéfisis formada por el I6bulo anterior o pars
distalis, el I6bulo intermedio o pars intermedia y el |6bulo infundibulo-tuberal o pars
tuberalis y 2) la neurohipdfisis formada por la eminencia media, el tallo infundibular
y el lobulo posterior o pars nervosa. Estas dos porciones tienen un origen
embriolégico diferente. La adenohipdfisis deriva de la bolsa de Rathke, una
evaginacion del ectodermo oral, mientras que la neurohipdfisis deriva del
infundibulo, un diverticulo neuroectodérmico en el piso del diencéfalo. La bolsa de
Rathke pierde su conexion con la cavidad oral y se adhiere al infundibulo,
conforme avanza el desarrollo embrionario (Gomez Dumm, 2003).

El hipotalamo proyecta axones desde los nucleos supradptico y paraventricular
gue terminan en la pars nervosa, los cuales forman el haz hipotdlamo-hipofisario,
constituyéndose una conexion directa entre el hipotalamo y la neurohipofisis. Asi,
las hormonas peptidicas, oxitocina y vasopresina, se sintetizan en los nucleos
hipotalamicos, viajan a través de los axones y se almacenan en la pars nervosa
desde donde son liberadas a la circulacion en respuesta a estimulos especificos.

Desde otros nucleos hipotalamicos se proyectan axones que terminan en la
eminencia media, adyacentes a una red de capilares. Estos axones constituyen el
haz tuberoinfundibular a partir de los cuales se liberan, de manera intermitente,
factores hipotalamicos estimuladores e inhibidores. Dichas sustancias
hipofisotropicas son transportadas por el sistema porta hipotalamo-hipofisario
hasta la pars distalis de la adenohipdfisis donde se encuentran sus células diana.
Las hormonas estimuladoras que produce el hipotalamo son: la CRH, la GHRH, la
hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) y la TRH. Los factores
hipotalamicos inhibidores son la dopamina y la hormona inhibidora de GH (GHRIH
0 somatostatina) (Genuth, 1998; Larsen y col., 2002).

Por su parte, la adenohipdfisis sintetiza y libera a la circulaciébn sanguinea seis
hormonas, todas ellas de naturaleza peptidica. Como ya se ha mencionado, el

hipotalamo es el principal regulador de la secrecion hipofisaria. La adenohipofisis
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consta de diferentes grupos celulares que sintetizan hormonas: 1) las células
corticotropas, que se sitian en el centro y producen adrenocorticotrofina (ACTH);
2) las células gonadotropas, que se localizan en la pars distalis y secretan
gonadotrofinas (FSH y LH), activinas e inhibinas; 3) las células lactotropas, que
también se localizan en la pars distalis, por lo cual se sugiere una interaccion
paracrina entre ellas y las células gonadotropas, y secretan PRL; 4) las células
melanotropas, que se localizan en la zona intermedia y secretan hormona
melanocito-estimulante; 5) las células somatotropas, localizadas en las alas
laterales y secretan GH; y 6) las células tirotropas de localizacién anteromedial
gue secretan TSH (Genuth, 1998; Larsen y col., 2002). Ademas de estas células
cromofilas, la hipofisis presenta células cromofobas que se hallan en estadios
endocrinos previos o0 involutivos, por lo que presentan escasos granulos
secretorios cuando se las estudia mediante inmunocitoquimica oOptica o electronica
(Coénsole y Gbmez Dumm, 1997).

El eje hipotalamo-hipofisario se encuentra regulado principalmente por
mecanismos de retroalimentacion (feed-back), habitualmente negativos. Ademas,
las células foliculo-estelares producen interleuquina 6 y factores de crecimiento
endotelial y fibroblastico. También se las asocia con funciones de sostén,
fagocitosis, respuesta inmune y control de iones vy liquido intersticial. Tendrian
acciones paracrinas sobre las células endocrinas. Esta poblacion celular ofrece un
campo promisorio para el estudio de las interconexiones paracrinas
intraglandulares (Coénsole y col., 1999).

De esta manera, el hipotalamo, la adenohipdfisis y los ovarios constituyen el eje
neuroendocrino que regula la reproducciéon (Fig. 6). Cualquier trastorno
cuantitativo o cualitativo en la accion de estas estructuras se traduce en anomalias
del sistema reproductor. Por lo tanto, el sistema reproductor femenino requiere de
una interaccion regulada entre sefales nerviosas y endocrinas para iniciar y
sostener sus funciones ciclicas normales. Precisamente, el hipotalamo sintetiza y
secreta de manera pulsatil un decapéptido, la GnRH, que a través del sistema
porta hipotalamo-hipofisario llega a la adenohipdfisis, donde promueve la
secrecion de gonadotrofinas (Gn), FSH y LH. Las Gn son hormonas glucoproteicas
gue se vierten a la circulacion y llevan a cabo sus acciones sobre el ovario. Los

estrogenos producidos por el ovario causan inhibicion de la secrecién, tanto de
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GnRH a nivel hipotaldmico como de FSH y LH a nivel hipofisario, completandose
asi un circuito de retroalimentacion hipotalamo-hipdfiso-ovéarico. Este efecto
inhibitorio de los estrégenos se ve potenciado por la progesterona (Genuth, 1998;

Larseny col., 2002).
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Figura 6. Eje reproductivo: esquema del trafico hormonal entre el
hipotalamo, la adenohipéfisis y el ovario. A nivel central se produce la GnRH que
estimula las células gonodotropas adenohipofisarias. Dichas células sintetizan y secretan
LH y FSH. Estas Gn estimulan los ovarios (gametogénesis y esteroideogénesis) los cuales
producen estrégeno, progesterona e inhibina, que a su vez regulan negativamente el
hipotalamo y la hipdfisis.

La funcioén principal de la FSH es estimular el desarrollo folicular y, por lo tanto,
la gametogénesis. La LH ejerce un control sobre la produccion de esteroides

gonadales a partir de las células foliculares ovaricas. En primer lugar, produce un
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aumento de pregnenolona y, secundariamente, de testosterona y estradiol, via
progesterona. Adicionalmente, su pico preovulatorio desencadena la ruptura y
luteinizacion del foliculo maduro.

Ademds, otras hormonas intervienen en el control de la funcién reproductiva,
tales como la inhibina y la activina; la inhibina frena la secrecion de FSH y la
activina la estimula. Asimismo, se ha observado que la PRL tiene efecto supresor
a nivel hipofisario e hipotalamico. Por otro lado, el 6xido nitrico interviene en la

regulacion paracrina de FSH y LH (Genuth, 1998; Larsen y col., 2002).

1.3.2 EJE TIMO-OVARICO: IMPORTANCIA DE LA INTEGRIDAD TIMICA EN
EL PERIODO PERINATAL

Numerosas evidencias sugieren que, al menos en ratas y ratones, la accion
endocrina del timo sobre el eje ovérico es ejercida, principalmente, en un periodo
perinatal delimitado entre los udltimos dias de la prefiez y los primeros dias
postnatales. Se ha documentado que durante dicho periodo critico del desarrollo
el timo interviene en la maduracion sexual, particularmente en las hembras. Es de
remarcar que durante este periodo ocurren pasos decisivos del desarrollo y la
programacion de ciertas funciones neuroendocrinas en el cerebro (Harris y Levine,
1965; Pierpaoli y Besedovsky, 1975).

Los primeros estudios se realizaron en ratones timectomizados en los dias 2 a 4
de vida demostrando la existencia de una ventana temporal madurativa en la cual
interviene el timo. Estos animales NTx desarrollaban, frecuentemente, una
disfuncion ovarica que se caracterizaba por una pérdida en el nimero de ovocitos,
un creciente aumento de infiltracion linfocitaria ovéarica e hipertrofia e hiperplasia
de células intersticiales, anomalias que se correlacionaban con una disminucion
en el numero de foliculos y cuerpos IUteos. Estas alteraciones fueron inicialmente
evidenciadas a los 25 dias de edad haciéndose muy prominentes a los 2-3 meses
de vida. Sin embargo, cuando la TX se realiz6 después de los 7 dias de vida no se
observaron cambios en el desarrollo ovarico mientras que la TX antes de los 2
dias de edad provocaba la muerte de los animales, debido a la enfermedad de
wasting (Nishizuka y Sakakura, 1969; Michael y col., 1980; Nishizuka y Sakakura,
1971). Analogamente, se observé que la NTx (dia 2 de vida) de ratones inducia un

retraso en la apertura vaginal (ApV) y una disminucién en el tamafio del Gtero y los
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ovarios (Besedovsky y Sorkin, 1974). Ademas, se ha indicado que la NTXx
promovié la incidencia de tumorogénesis ovarica durante el envejecimiento
(Michael y col., 1981)

De manera similar, las hembras congénitamente atimicas nude presentan
severas deficiencias reproductivas determinadas por un retraso en la ApV y
primera ovulacion que, ademas, cesa tempranamente. A nivel ovarico, los ratones
nude mostraron al nacer un numero normal de ovocitos pero a los 2 meses de vida
el nimero de foliculos disminuyé marcadamente y, por lo tanto, se incrementé la
atresia folicular. Adicionalmente, se ha observado que estos animales poseen una
fertilidad reducida y que como consecuencia de estas anormalidades desarrollan
una falla prematura de la funcién ovarica (Besedovsky y Sorkin, 1974; Rebar y
col.,, 1981b). Conjuntamente con las anomalias a nivel ovarico, un namero
importante de animales atimicos presenta una inflamacién inespecifica de la pared
uterina a partir de las 5 semanas de edad. Es probable que el proceso inflamatorio
uterino afecte la fertilidad de estos animales (Alten y Groscurth, 1975).

Los roedores completan posnatalmente la maduracion del timo, el hipotalamo,
la adenohipdfisis y los ovarios, mientras que en los primates estos eventos se
desarrollan unicamente en el periodo fetal (intrauterino). En efecto, se ha
observado que la timectomia fetal en primates induce una anormal diferenciaciéon
ovarica, una disminucién en el tamafio de los ovarios e inhibe la ovogénesis
(Healy y col., 1985). En mujeres con aplasia timica (ataxia telangiectasia) se ha
observado la presencia de ovarios alterados (Dunn y col., 1964; Ammann y col.,
1970).

En relacion al estado hormonal, se ha demostrado que la ausencia del timo en
ratones adultos induce una reduccién en los niveles séricos de P4, 17-B-estradiol,
Gn (Rebar y col., 1980), GH (Michael y col., 1980) y PRL (Goya y col., 1996). En
animales de 6 dias se han observado niveles disminuidos de testosterona
(Pierpaoli y Besedovsky, 1975). Adicionalmente, se ha observado que ratones
nude peripuberales presentaban reducidos niveles de LH y FSH en sus hipofisis
en comparacion con los animales heterocigotas (Rebar y col., 1981b).

En sintesis, los ratones hembras NTx y nude presentan reducidos niveles de
gonadotrofinas séricas, un retraso en su pubertad y en la maduracién de los

ovarios y del utero y, ademas, una reduccién de la fertilidad y un envejecimiento
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prematuro de la funcidbn ovarica. Algunas de estas anomalias han podido
prevenirse mediante el trasplante de timo neonatal o por la administracion diaria
de ciertos extractos de timo bovino, mientras que no pudo evitarse con la inyeccion
de timocitos, células del bazo y células de ganglios linfaticos (Besedovsky y
Sorkin, 1974, Pierpaoli y Besedovsky, 1975; Strich y col., 1985).

Consecuentemente, los resultados presentados demuestran que el timo esta
involucrado en un complejo mecanismo endocrino que controla la maduracion
sexual durante un periodo critico de la vida. Debido a que la inyeccion de células
inmunocompetentes en animales timoprivos no es capaz de compensar la
ausencia del timo, es posible presumir que, uno o mas factores hormonales
timicos son responsables de tal accidbn madurativa del timo sobre el eje
reproductivo.

Ciertamente, se ha documentado que distintas preparaciones de origen timico
afectan la actividad ovérica e hipofisaria. En efecto, en un estudio se utilizaron
células ovaricas dispersas de ratas pretratadas con gonadotrofina coridnica
humana (hCG), las cuales fueron posteriormente expuestas a: 1) una fraccion de
timo de aprox. 28 kDA, 2) medio proveniente de timos incubados, o 3) medio de
cultivo de células reticuloepiteliales; como resultado se observd que estas
preparaciones timicas inducian una disminucién en la produccion de Py, E; y
testosterona, estimuladas por la hCG de manera dosis dependiente (Aguilera y
Romano, 1989). Esto sugiere que un factor timico es capaz de interaccionar con la
hCG en su accion sobre las células ovaricas, modificando la secrecion de
esteroides in vitro.

Adicionalmente, estas secreciones timicas suplementadas a cultivos de células
hipofisarias, preestimuladas con GnRH, han mostrado inducir un incremento en la
secrecion de LH y FSH. Por lo tanto, se concluyé que existia un factor timico
capaz de potenciar (o facilitar) el efecto de la GnRH sobre las células hipofisarias
(Mendoza y Romano, 1989).

Se ha establecido que, aunque presentan anomalias, los ovarios de los ratones
nude son aptos para responder normalmente a la administracion exogena de LH
(Pierpaoli y Besedovsky, 1975). Esto sugiere que la anomalia ocasionada por la
atimia se presenta a nivel hipotdlamo-hipofisario. En efecto, en experimentos in

Vivo en ratones heterocigotas y nude se ha observado que la administracién de
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extractos timicos y de FTS puede inducir, en general, una disminuciéon en la
concentracién de la LHRH hipotaldmica y un aumento variable en los niveles de
gonadotrofinas hipofisarias (Strich y col., 1985).

Analogamente, se ha observado in vitro que fracciones de perifusatos de timo
de ratas adultas son capaces de inducir liberacibn de LH en perifusiones de
fragmentos hipofisarios. Debido a que en estas fracciones de perifusatos de timo
habia una mezcla de factores timicos, se determino el efecto de diferentes
péptidos timicos sobre la liberacion de LH en incubaciones estéticas de hipofisis.
En estos ensayos, se determind que solo el FTS causé la secrecion de LH de una
manera dosis dependiente y comparable con el efecto de la LHRH (Zaidi y col.,
1988). Coincidiendo con estos resultados, se ha observado que la perifusion de
células adenohipofisarias (AH) de ratas hembras, jévenes y viejas, con timulina
estimulé la secreciébn de LH, siendo menor la respuesta de las células AH
senescentes (Brown y col., 2000). La actividad liberadora de gonadotrofinas de la
timulina ha manifestado ser dependiente de la edad del donante hipofisario y de la
dosis de timulina. Probablemente, dicha actividad esta mediadiada por el calcio, el
cAMP vy el inositol fosfato (Hinojosa y col., 1999; Brown y col., 2000).

En experimentos in vivo, se ha observado que la timulina estimula la ovulacion
inducida por gonadotrofinas equinas en ratones prepuberales (Hinojosa y col.,
1999). Se mostré que la TX en ratones de 10 dias de vida (TX-10) induce un
retraso en la pubertad, una disminucién en los niveles séricos de 17B-estradiol y
una disminucién en el nimero de foliculos totales. La administracion de timulina a
ratones TX-10 resultd en un adelantamiento en el dia de ApV y en un incremento
de los niveles séricos de 17(B-estradiol. Cuando estos animales fueron tratados
con gonadotrofinas, previo a la administracion diaria de timulina, se observé un
incremento en el numero de ovocitos, en las concentraciones séricas de 173-
estradiol y en el peso del utero (Garcia y col., 2000).

Por lo mencionado previamente, se ha sugerido que la presencia del timo es
critica durante el periodo perinatal a fin de asegurar una normal maduracién del
sistema neuroendocrino y es también necesaria después del periodo neonatal
para el normal desarrollo y funcion de los ovarios. Asimismo, se ha propuesto que
la timulina juega un rol en la regulacién del comienzo de la pubertad, a través de

su efecto sobre las adrenales y los ovarios, constituyendo de este modo una
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molécula mediadora critica de la accién del timo sobre la maduracién sexual

femenina y quizas, en menor medida, de la masculina.

1.4 TERAPIA GENICA

1.41 ASPECTOS GENERALES

La transferencia de genes (gene delivery) tiene numerosas aplicaciones en las
ciencias basicas y en la clinica. Tipicamente, la transferencia de genes se refiere
al uso de acidos nucleicos para incrementar, disminuir o suprimir la expresion de
una proteina de interés (De Laporte y col., 2006).

Se puede transferir una diversidad de acidos nucléicos con fines terapéuticos,
los que incluyen genes, oligonucledtidos, ribozimas, ADNzimas, aptameros y ARN
pequeiios de interferencia (SiRNA) (Patil y col., 2005; Basarkar y Singh, 2007). La
aplicacion mas ambiciosa de la transferencia de genes es la terapia clinica.
Precisamente, distintas moléculas codificadas por acidos nucleicos pueden ser
usadas para atenuar enfermedades en diferentes etapas, asi como en la
prevencion de la progresion de las enfermedades y sus complicaciones (Patil y
col., 2005).

En general, se define a la terapia génica como la transferencia de material
genético con fines terapéuticos. Alternativamente se la puede definir como el
tratamiento de enfermedades, hereditarias o adquiridas, mediante la transferencia
in vivo de polinucledtidos que alteran la expresion de proteinas especificas
resultando en un beneficio terapéutico (Dubé y Cournoyer, 1995; Basarkar y
Singh, 2007). Este objetivo puede lograrse, basicamente, mediante la produccién
de una proteina o ARNm, por reemplazo o suplementacion del producto de un gen
que estd ausente o defectuoso (Dubé y Cournoyer, 1995). Asimismo, el beneficio
terapéutico puede lograrse mediante la supresién de genes, ARNm o por la
interaccidon con proteinas (aptameros) resultando en el bloqueo selectivo de la
expresion o de la actividad de una proteina implicada en la enfermedad (Patil y
col., 2005).

La terapia génica puede realizarse por medio de estrategias “ex vivo” o “in vivo”.

En las estrategias “ex vivo”, al paciente se le extraen las células blanco o las
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células madre e in vitro se les transfiere el material génico (terapéutico), luego
estas células son reintegradas al organismo. Estos métodos mejoran la eficiencia
de la transferencia génica y minimizan la respuesta inmunolégica. Sin embargo,
estan limitados a las células que estan disponibles para su extraccién o al cultivo a
partir de células madre (Raty y col., 2008). En las estrategias “in vivo” el material
génico se administra directamente al paciente utilizando distintos métodos de
transferencia de acidos nucleicos (Worgall y Crystal, 2007).

Desde 1990, el campo de la medicina basada en la transferencia génica ha sido
testigo de un gran progreso a partir del primer ensayo de terapia génica realizada
en un ser humano, en células somaticas. Brevemente, este ensayo clinico se
realizd para tratar una de las formas de inmunodeficiencia combinada severa
(SCID) ocasionada por un defecto genético en el gen que codifica a la adenina
deaminasa (ADA), la cual es imprescindible para la diferenciacion de las células
madre en células maduras del sistema inmune, tal como los linfocitos T y B. La
manipulacion se realizé ex vivo: se extrajeron células de la medula ésea del
paciente, se las infecto in vitro con retrovirus portadores del gen normal de la ADA
y luego se lo transfirio al paciente. Cuatro afos después los nifios tratados
llevaban a cabo una vida normal (Blaese y col., 1995). Durante esta década, se
llevaron a cabo cientos de pruebas de terapia génica en humanos, en muchas de
las cuales los resultados fueron desalentadores. Actualmente, estan en proceso
mas de 1500 ensayos clinicos de terapia génica
(http://www.wiley.co.uk/genmed/clinical).

Las moléculas terapéuticas codificadas por acidos nucleicos presentan una
ventaja significativa respecto de las drogas actualmente disponibles, que es el
reconocimiento selectivo de los blancos moleculares, proporcionando una
significativa especificidad de accién (Patil y col., 2005). Por consiguiente, en los
casos en los cuales la terapia génica involucra la correccién de la disfuncion de un
gen a través de la introduccion y expresién de su copia correcta, se obtiene como
resultado la produccién de una Unica proteina. Similarmente, cuando la terapia
génica involucra el silenciamiento de genes, solo los genes seleccionados son
apagados, asegurandose la especificidad en el control de la enfermedad.

Mas audn, la disponibilidad de proteinas terapéuticas mediante la terapia génica

tiene la capacidad potencial de mejorar la eficacia, la conveniencia y la efectividad
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de costo en el tratamiento de una variedad de enfermedades. Efectivamente, las
frecuentes inyecciones de una costosa proteina recombinante pueden ser
reemplazadas por una unica o poco frecuente administracion de vectores génicos
terapéuticos (Rivera y col., 1999).

En general, la captacién celular de moléculas de ADN desnudo vy
polinucleétidos en general, independientemente de sus tamafios, sigue siendo un
proceso ineficiente. Ademas, estas moléculas son inestables in vivo, por ser
rapidamente degradadas por exo- y endonucleasas hidroliticas (Patil y col., 2005).
Consecuentemente, se han desarrollado numerosas estrategias de transferencia
de polinucleétidos, tanto in vitro como in vivo, para facilitar la insercion de estas
moléculas en las células blanco y para protegerlas de la degradacion celular. El
tipo de molécula terapéutica y el propésito clinico que se persigue determinan la
eleccion de la estrategia a utilizar.

La transferencia funcional de polinucleétidos al interior celular es el primer paso
y el mas critico para lograr una terapia génica eficiente. Efectivamente, el mayor
desafio de la terapia génica es el desarrollo de métodos que transfieran un gen
terapéutico (transgen) a las células seleccionadas y que logren una apropiada
expresion del gen.

Un método oOptimo de transferencia génica debe lograr, como minimo, tres
objetivos: 1) proteger al transgen de la degradacion por las nucleasas en la matriz
intercelular, 2) transportar el transgen a través de la membrana plasmatica y, si es
necesario, introducirlo al nucleo de las células blanco, y 3) no generar efectos
perjudiciales (Gao y col., 2007).

Los métodos de transferencia de ac. nucleicos (Tabla 3) pueden ser
clasificados en fisicos y en vectoriales. Generalmente, los métodos fisicos inducen
lesiones transitorias o defectos en la membrana celular para facilitar el ingreso, por
difusion, del ADN a las células blanco (Gao y col., 2007).

Los sistemas de transferencia génica vectoriales, como su nombre lo indica,
utilizan vectores (vehiculos) para administrar los acidos nucleicos. Precisamente,
los vectores son sistemas que ayudan en el proceso de transferencia de un gen
exogeno a la célula, facilitando la entrada y la biodisponibilidad intracelular del
mismo, de modo tal que el gen exdgeno pueda funcionar correctamente. Los

vectores pueden ser clasificados en: vectores no-virales y vectores virales.
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Tabla 3: Principales métodos de transferencia de acidos nucleicos (Patil y
col., 2005; Basarkar y Singh, 2007; Gao y col., 2007; Raty y col., 2008)

« Mecéanicos: Microinyeccion y Bombardeo de
particulas

Fisicos « Eléctricos: Electroporacion

. Ultrasonido

« Hidrodinamica

. Sistemas poliméricos (polimeros catiénicos)
. Sistemas liposomales, por ej.: inmunoliposomas,
liposomas cationicos

_ No-virales |« Hibridos lipido-polimeros
Sistemas de o .
_ . Lipidos cationicos
transferencia ) ) o
_ « Nanoparticulas, por ej.: poliméricas, de oro y
mediados por o
magneéticas
vectores

« Vectores adenovirales

_ « Vectores retrovirales y lentivirales
Virales -
. Vectores hepéticos

. Vectores adenoasociados

Algunas de la propiedades que deberia poseer un vector de transferencia
génica ideal con propésitos terapéuticos son: un alto grado de especificidad, una
elevada eficiencia de transferencia, una expresién duradera y una aceptable
bioseguridad (i.e., que no induzca ningun efecto colateral o respuesta
inmunoldgica) (Patil y col., 2005; Li y Huang, 2007). Actualmente, ninguno de los
vectores usados en terapia génica cumple con estas caracteristicas (Raty y col.
2008).

La mayoria de los vectores no-virales incluyen el uso de polimeros y lipidos
para transferir el material génico al interior celular. Durante este proceso, protegen
al ADN de la degradacion enzimatica extracelular e intracelular y de los
componentes de la sangre (Basarkar y Singh, 2007). Los vectores no-virales
deben superar multiples barreras a nivel sistémico, tisular y celular, que reducen la
eficiencia de la transferencia génica hacia el nacleo. Ademas, en cada paso se

pierde una cantidad significativa de ADN que finalmente resulta en la disminucion
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de la expresion terapéutica del transgen (Basarkar y Singh, 2007). Estos vectores,
conteniendo el ADN, son captados por las células por endocitosis,
macropinocitosis o fagocitosis; una vez en las vesiculas intracelulares, una
pequefia porcion de ADN es liberada al citoplasma, migra hacia el nucleo y entra
en él (Gao y col., 2007).

Los vectores no-virales poseen una escasa 0 nula inmunogenicidad; son faciles
de preparar y manipular, especialmente a nivel industrial; pueden transportar
mayor cantidad de material génico y, aunque no estan exentos de riesgo, son mas
seguros que los vectores virales. Sin embargo, este tipo de vectores posee una
significativa desventaja: su efectividad es muy inferior a la de los vectores virales,
especialmente in vivo (Gao y col., 2007; Basarkar y Singh, 2007; Bergen y col.,
2008).

A pesar de esta desventaja, se ha postulado que los vectores no-virales son
superiores a los virales. Tal afirmacion se basa, principalmente, en la seguridad de
la transferencia y en que se han desarrollado métodos que son cada vez mas
especificos, como los nano-inmunoliposomas (Li y Huang, 2007).

Los virus estan altamente especializados en la transferencia de acidos
nucleicos, por lo tanto la realizan con alta eficiencia. Esta es la principal ventaja de
la utilizacion de virus como vectores de transferencia génica. Sin embargo,
también poseen desventajas, tales como la respuesta inmune que desencadenan,
la limitacion en el tamafio del transgen que pueden transportar, lo dificultoso de su
produccion a escala industrial y la potencial mutagenesis insercional que pueden
producir (Patil y col., 2005; Gao y col., 2007; Basarkar y Singh, 2007).

Actualmente, mas del 66% de los ensayos clinicos de terapia génica que se
estan conduciendo emplean vectores virales, de los cuales el 70% son vectores

adenovirales y retrovirales (http://www.wiley.co.uk/genmed/clinical). Sin embargo,

debido a eventos adversos ocurridos en ensayos clinicos que emplearon estos
vectores virales, en los ultimos afios, se ha incrementado el uso de vectores no-
virales (Li y Huang, 2007). Por ejemplo, se produjo la muerte de un paciente
tratado con un vector adenoviral, en 1999, a causa de una masiva respuesta
inmune sistémica. Asimismo, durante el 2002-2003, en un ensayo clinico realizado

para tratar una SCID ligada al cromosoma X, que empleaba un vector retroviral,
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dos pacientes de diez en total desarrollaron trastornos linfoproliferativos como
consecuencia del tratamiento.
A continuacion se describen brevemente los principales tipos de vectores

virales en uso.

1.4.2 VECTORES RETROVIRALES

Los retrovirus son una familia de virus envueltos, esféricos de 80 a 100 nm de
diametro, que contienen ARN de simple cadena (+) como genoma viral (Flint y
col., 2000). Los retrovirus estan subdivididos en siete grupos, incluyendo a 5
grupos de retrovirus oncogénicos (oncoretrovirus), a los lentivirus y a los
spumavirus (Scaffer y col., 2008).

Algunos retrovirus se consideran simples debido a que poseen tres genes: gag,
pol y env. El gen gag codifica para proteinas estructurales tales como la proteina
de la matriz, de la cépside, de la nucleocépside y para una proteasa. El gen pol
codifica para la transcriptasa reversa (RT) y la integrasa (IN), y el gen env codifica
para las proteinas de la envoltura: transmembrana y de superficie (TM y SU,
respectivamente). Otros retrovirus son complejos porque ademas de los genes
conservados, gag, pol y env, poseen secuencias génicas adicionales. Tal es el
caso del virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (HIV-1) que posee los genes:
tat y rev, para regular la expresion del genoma viral, y vpu, vif, vpr y nef,
importantes en la replicacion viral (Anson, 2004).

Sucintamente, los retrovirus inician su infeccién a través de la union de las
proteinas SU y TM a receptores celulares especificos. Esta interaccion
desencadena la fusion entre la envoltura viral y la membrana celular y la liberacion
de la nucleocapside viral al interior del citoplasma de la célula infectada. EI ARN
gendmico viral se transcribe de modo inverso mediante la RT en ADN lineal de
doble cadena (ADNdc). Este ADN viral ingresa al ndcleo y se integra en el genoma
de la célula hospedadora por la accién de la IN. EI ADN viral integrado se
denomina provirus y se transcribe para producir los ARN mensajeros que codifican
para las proteinas virales (gag, pol y env) y el ARN gendmico. En los sitios de
brotacion de la membrana plasmética se ensamblan las proteinas gag y gag-pol y
el ARN gendmico es empaguetado, constituyendo las nuclecapsides de la

progenie viral. Las particulas virales brotan de la superficie celular llevandose con

-61 -



ellas la envoltura viral (derivada de la membrana plasmatica) conteniendo la
glicoproteina env (Flint y col., 2000; Anson, 2004; Cannon y Anderson, 2004).

Los retrovirus poseen en cada extremo secuencias terminales repetidas largas
(LTR): U3-R-U5; la region entre los R es la que se trascribe a ADN por la RT. Las
LTRs en la forma de ARN (gendémico) contienen secuencias importantes para la
transcripcion reversa, mientras que en la forma de ADN (provirus), la LTR del
extremo 5 (LTR &’) actia como un promotor transcripcional y la LTR del extremo
3’ (LTR 3) como sefial de poliadenilacion (Anson, 2004). Ademas, cada LTR
contiene un sitio de unién reconocido por la IN para la integraciéon en el genoma de
la célula hospedadora (Chang y Zaiss, 2003).

La integracion requiere que el ADNdc lineal retroviral tenga acceso a los
cromosomas de la célula huésped. Los oncoretrovirus son incapaces de atravezar
la membrana celular por lo que la integracion sélo puede llevarse a cabo cuando
se disuelve la membrana nuclear durante la division celular; tal es el caso del virus
de la leucemia Murina de Molones. Es decir, estos retrovirus solo pueden infectar
células que se replican y, en consecuencia, las células que de estas deriven
contendran los genes virales integrados a su genoma. Sin embargo, un grupo de
retrovirus complejos, los lentivirus, pueden integrarse al genoma de células no-
mitoticas. Por lo tanto, el ADNdc lineal de los lentivirus entra al nacleo por los
complejos del poro nuclear; tal es el caso del HIV (Schaffer y col., 2008).

La integraciéon al genoma celular permite una expresion estable y prolongada
del transgen (o transgenes) terapéutico transferido, lo que hace a los retrovirus
atractivos como vectores de transferencia génica (Cannon y Anderson, 2004). Otra
ventaja de los retrovirus es su baja inmunogenicidad y su capacidad de
empaquetamiento relativamente grande (8 kbp). Sin embargo, también presentan
desventajas: se obtienen en titulos bajos y la integraciébn puede provocar
mutagénesis insercional (Schaffer y col., 2008).

La estructura genética de los retrovirus y la constitucién del provirus hacen
sencilla la manipulacion de estos virus en el desarrollo de vectores retrovirales
recombinantes de replicacion defectiva (Anson, 2004). Para tal propdsito, se
puede eliminar la mayor parte de los genes virales y en su lugar se procede a la
insercion de un casete de expresion (constituido por un promotor, el transgen y

una sefial de poliadenilacion) (Worgall y Crystal, 2007).
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Para prevenir la activacion oncogénica y mejorar la seguridad de los vectores
oncoretrovirales y los lentivirales, se han desarrollado vectores auto-inactivables
(SIN, self-inactivating) por medio de la eliminacién del promotor-enhancer de la
region U3 de la LTR 3'. Durante la transcripcion reversa del ARN viral la
eliminacién U3 de la LTR 3’ es transferida a la LTR 5’ (del ADN), resultando en la
inactivacién del promotor transcripcional en el provirus (Chang y Zaiss, 2003;
Anson, 2004). Un beneficio adicional de esta manipulacion es la eliminacion de
una potencial interferencia entre el promotor interno (del casete de expresion) y el
promotor-enhancer del LTR, lo que puede resultar en un incremento en la
expresion del transgen (Watson y Wolfe, 2003).

Sin embargo, algunos vectores SIN a los que se les escindio la region U3 3’
mostraron contener virus salvaje en sus preparaciones. Para prevenir esta
reversion es recomendable reemplazar la region U3 &’ por un promotor-enhancer
heter6logo. Adicionalmente, se han desarrollado vectores lentivirales SIN con
modificaciones en ambas LTRs. A estos vectores SIN, se les ha eliminado parte
de la U3 &’, toda la region U3 3’ (conservando solo el sitio de unién a la IN) y se les
ha reemplazado la region U5 3’ por la sefial de poliadenilacion de la hormona de
crecimiento bovina. Estas son algunas de las modificaciones que resulta posible
realizar para generar vectores SIN (Chang y Zaiss, 2003; Anson, 2004). Asimismo,
un avance importante en cuanto a la seguridad biolégica es el desarrollo de
vectores lentivirales SIN portadores de promotores heterélogos tejido-especificos
que permitan restringir la expresion del transgen a las células blanco (Malik y

Arumugam, 2005).

1.4.3 VECTORES HEPETICOS

Los vectores herpéticos se basan en el Virus Herpes Simplex tipo | (HSV-1). El
HSV es un virus neurotréfico que puede infectar un amplio rango de diferentes
tipos celulares y no requiere de la division celular para la infeccion y la expresion
génica (Wolfe y col., 2004).

El HSV se replica inicialmente en la superficie epitelial o en las células
mucosas. Las particulas virales recientemente generadas son captadas por las
terminales nerviosas sensitivas que inervan el sitio de infeccién primaria, siendo

llevadas por transporte axonal retrogrado hacia los cuerpos neuronales ubicados
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en los ganglios sensitivos de la raiz dorsal. EI HSV es capaz de establecer una
infeccién productiva o ciclo litico (la cual ocurre en las mucosas o0 células
epiteliales) con la consecuente produccion de progenie viral; o entrar en un estado
de latencia (en las neuronas sensitivas) caracterizado por la persistencia de ADN
viral y la ausencia de la expresion de los genes virales liticos. El Unico promotor
gue permanece activo es el promotor activo en latencia (LAP, latency active
promotor). EI genoma herpético latente no altera la funcién ni la supervivencia
celular (Jacobs y col.,1999; Sundaresan y col., 2000; Wolfe y col., 2004).

Las particulas virales tienen 200 nm de diametro y consisten en los siguientes
componentes: 1) una envoltura; 2) el tegumento; 3) una capside icosaédrica; y 4)
una nucleocapside conteniendo el genoma viral. En la envoltura bilaminar estan
ancladas algunas proteinas no glicosiladas y al menos 11 glicoproteinas virales
responsables del ingreso a la células huésped (por unirse a receptores de la
membrana plasmatica). El tegumento es una matriz proteica amorfa que forma una
capa entre la capside y la envoltura; sus proteinas intervienen en la activacion de
los genes inmediatos tempranos (IE, Immediate Early), en el silenciamiento de la
sintesis proteica de la célula huésped, inmediatamente después de la infeccion, y
en el ensamblaje del virion. La cdpside icosaédrica (de 80 a 100 nm de diametro)
estd compuesta por 162 capsémeros y es tipica de familia Herpetoviridae. Por
altimo, el genoma viral se encuentra unido a un complejo proteico con forma de
toroide (nucleocéapside) (Jacobs y col., 1999; Burton y col., 2004).

El genoma del HSV esta formado por ADN lineal de doble cadena, de 152 kbp
aproximadamente, el cual codifica mas de 85 genes. El genoma viral esta
compuesto por dos segmentos, denominados S (corto) y L (largo). Cada
componente estd formado por secuencias Unicas (US y UL, respectivamente),
flanqueadas por repeticiones invertidas relativamente largas (Whitley y Roizman,
2002).

Brevemente, para iniciar la infeccién el virus se une a la superficie de la célula
blanco (epiteliales 0 mucosas) mediante la interaccion de las glicoproteinas virales
con las moléculas de heparan sulfato y, luego, con una proteina transmembrana.
De estas interacciones resulta la fusion de la envoltura viral y la membrana
plasmética y, la liberacibn de las proteinas del tegumento y la capside al

citoplasma. Una vez dentro de la célula, con la ayuda de los microtubulos, la
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capside es transportada hacia el niacleo. El genoma viral se libera de la capside y
entra al ndcleo por los poros nucleares. Durante el ingreso el ADN viral se
circulariza y, luego, permanece como un episoma, asociado a histonas (Wolfe y
col., 2004).

La replicacion viral se desarrolla de una manera coordinada y regulada
siguiendo un mecanismo en cascada, en el cual se expresan los genes en tres
etapas. Primero, los genes o o IE codifican proteinas que regulan el ciclo
reproductivo del virus y bloguean la presentacion antigénica en la superficie celular
de las células infectadas. Segundo, los genes B o tempranos (E, Early genes)
codifican proteinas necesarias para la sintesis de ADN y enzimas relacionadas
con el metabolismo del ADN (por ejemplo, la timidina quinasa y la ADN polimerasa
viral). Por ultimo, los genes v o tardios (L, Late genes) codifican para componentes
estructurales de la capside, el tegumento y la envoltura. Consecutivamente, se
produce el ensamblaje de la capside, el empaquetamiento del ADN y la envoltura
de la capside y el egreso de las particulas virales recientemente formadas (Jacobs
y col., 1999; Whitley y Roizman, 2002; Wolfe y col., 2004).

Aproximadamente la mitad de los genes del HSV son esenciales para la
replicacién viral mientras que la otra mitad son accesorios y participan en la
infeccidn viral en tejidos o tipos celulares especificos del hospedador. Se han
construido vectores HSV recombinantes con propositos terapéuticos. En algunos
casos, a los vectores HSV se les eliminaron los genes accesorios virales (por €j. el
de la timidina quinasa); estos genes son importantes para la replicaciéon en
neuronas y contribuyen a la neurovirulencia (Glorioso y Fink, 2009). De manera
similar, a algunos vectores se les extrajeron genes requeridos para la replicacion
en células post-mitéticas; de esta manera pueden replicarse especificamente en
células en division (Wolfe y col. 2004). Los vectores replicacidbn-competentes
atenuados han mostrado ser eficaces en el tratamiento de una variedad de
modelos de tumores experimentales (Sundaresan y col., 2000).

A otros vectores HSV se les eliminaron los genes esenciales para la replicacion
viral (los vectores replicacion defectiva); dichos vectores son incapaces de
replicarse pero mantienen el targeting del virus salvaje. Por lo tanto, pueden

usarse para transferir genes terapéuticos a las neuronas; en este caso, el vector
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establece un estado similar a la latencia en el cual los genes liticos estan
reprimidos (Glorioso y Fink, 2009).

Los vectores derivados del HSV cuentan con algunas ventajas respecto a los
otros vectores virales: poseen una gran capacidad de transportar ADN exdgeno,
tienen la capacidad de entrar en un estado de latencia en neuronas y de replicarse
especificamente en células en divisién (Jacobs y col., 1999).

1.44 VECTORES ADENO-ASOCIADOS

Los virus adeno-asociados (AAV) pertenecen a la familia Parvoviridae, del
género Dependovirus. Estos virus no son considerados patdégenos y, hasta el
momento, se han aislado de tejido humano y no humano mas de 100 serotipos de
AAV. Todos los serotipos son similares en su estructura, el tamafio del genoma y
la organizacion genética (Giacca, 2007). La mayor parte de los estudios se han
enfocado en el AAV serotipo 2 (AAV-2).

Los AAV son virus desnudos cuyas particulas presentan simetria icosaédrica
entre 18 a 25 nm de diametro. El genoma consiste en ADN lineal de simple
cadena de 4,7 kbp con dos marcos abiertos de lectura, correspondientes a los
genes rep y cap. En sus extremos contienen repeticiones terminales invertidas
(ITRs, inverted terminal repeats) de 145 bp, las primeras 125 bp de cada ITR son
complementarias y constituyen una horquilla en forma de T en ambos extremos
del genoma. Estos ITRs son importantes para la replicacion del ADN, el
ensamblaje de las particulas virales y la integracidén-escision en el genoma
hospedador. Los genes rep codifican para proteinas (dependientes de los ITRS)
que intervienen en la replicacion viral, en la regulacion de la expresion génica, en
la integracion sitio-especifica y en el ensamblaje de los viriones. Los genes cap
codifican para las tres proteinas de la capside viral (Giacca, 2007; Daya y Berns,
2008).

Los AAV requieren, para completar su ciclo vital, la presencia de ciertas
proteinas de un virus asistente (helper), generalmente un adenovirus o un
herpesvirus (Scaffer y col., 2009). Por lo tanto, después de la infeccion los AAV
pueden entrar en un ciclo litico o en un estado de latencia, dependiendo de la

presencia o ausencia del virus asistente en la célula blanco.
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Los AAV se unen a la superficie de la célula blanco por medio de la interaccién
de las proteinas de la capside con distintos receptores celulares. Primero, se unen
al proteoglucano heparan sulfato o al acido sidlico; luego, para lograr una
internalizacion eficiente, interaccionan con uno o mas coreceptores, incluyendo al
receptor del factor de crecimiento fibroblastico, a las integrinas a,8s y las a,f;, al
receptor del factor de crecimiento de hepatocitos, al receptor del factor de
crecimiento plaquetario y al receptor de laminina. Una vez internalizada la particula
viral por endocitosis, el genoma viral entra al nicleo por un mecanismo que no se
conoce exactamente (Carter y col., 2004; Daya y Berns, 2008).

En presencia del virus asistente, el AAV inicia una infeccion productiva
caracterizada por la replicacion del genoma, la expresion de los genes virales y la
produccion de viriones. Para ayudar en estas etapas, los adenovirus y los
herpesvirus aportan grupos diferentes de genes pero ambos regulan la expresion
génica celular, proporcionando un medio intracelular que permita la infeccién
productiva del AAV (Daya y Berns, 2008).

En ausencia del virus asistente, la replicacion del AAV se encuentra limitada, la
expresion de los genes virales esta reprimida y su genoma puede entrar en un
estado de latencia de duracion indefinida. Este periodo de latencia se caracteriza
por la integracion especifica en el cromosoma 19 humano, en la regién conocida
como AAVSL1. De esta manera, los AAV se convierten en los Unicos virus de ADN
caracterizados que presentan un integracion sitio-especifica en células de
mamifero (Giacca, 2007; Daya y Berns, 2008).

La utilizacibn de este evento podria permitir la insercibn segura de genes
exdgenos en el genoma humano, un objetivo ampliamente deseado en el campo
de la terapia génica (Giacca, 2007). No obstante, debido a que la integracién sitio-
especifica depende de las proteinas rep, y los genes rep son eliminados de los
vectores AAV recombinantes actuales, estos vectores persisten adentro de células
post-mitéticas principalmente como elementos extracromosémicos o, si el genoma
viral se integra lo hace de una manera aleatoria (Giacca, 2007).

Los vectores AAV pueden ser considerados candidatos ideales para la
transferencia de genes debido a que, en general, no inducen reaccién inflamatoria
ni una respuesta inmune deletérea, presentan una elevada eficiencia de

transduccion y mantienen la expresion de genes por largos plazos, en un amplio
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rango de células post-mitéticas in vivo (Giacca, 2007; Daya y Berns, 2008; Scaffer
y col., 2009).

Las principales desventajas de los vectores AAV son su dificil produccion, el
poco espacio que poseen para alojar genes terapéuticos (por el tamafio de su
genoma) y la inmunidad preexistente (Scaffer y col., 2009). Sin embargo, se han
desarrollado lineas celulares para que los vectores AAV se repliquen
eficientemente en ellas y de esta manera lograr una buena produccién de los
mismos. Mas aun, se han desarrollado nuevas tecnologias para incrementar la

capacidad de clonado y la expresion génica (Daya y Berns, 2008).

1.45 VECTORES ADENOVIRALES

Los adenovirus (Ad) pertenecen a la familia Adenoviridae, siendo los que
infectan a mamiferos del género Mastadenovirus. Las particulas adenovirales
consisten en una capside icosaédrica desnuda de 70 a 100 nm de diametro, la
cual encapsula el ADN gendmico de doble cadena (Schaffer y col., 2008).

Actualmente, mas de 51 serotipos de Ad han sido aislados en humanos y no
humanos y se los han clasificado en subgrupos (de la A a la F). Los Ad pueden
infectar células de diversos tejidos, tales como las vias respiratorias, urinarias, los
ojos y el higado. En humanos, los Ad causan infecciones oculares, respiratorias
(subgrupo C) e intestinales y no son oncogénicos (Hackett y Crystal, 2004).

La capside de los Ad esta formada por 20 caras triangulares y 12 vertices (Fig.
7). Dicha capside estd compuesta por 252 capsémeros protéicos, de los cuales
240 son hexones y forman cada cara del icosaedro (12 por cara), y los 12
capsomeros restantes son los pentones base y constituyen los vértices de la
capside. El pentdn base esta compuesto por cinco subunidades y de cada uno
emerge una proteina trimérica con forma de antena, la fibra. El pentén es
importante para la interaccion de la particula viral con la célula huésped. La fibra
posee un dominio en su extremo, denominado nudo o botén, que posee dos
funciones: 1) es responsable, en parte, de la entrada del virus a la célula huésped
y 2) es clave para la trimerizacion de las subunidades que conforman la fibra
(Krasnykh y col., 2000; Dmitry y col., 2005). Ademas de las tres proteinas

mayoritarias que forman la capside (los hexones, los pentones y las fibras), existen
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proteinas estructurales que le proveen estabilidad a la misma y otras que se
asocian al genoma (Hackett y Crystal, 2004).

El genoma de los Ad consiste en ADN lineal de doble cadena (ADNdc) de 30 a
38 kbp de tamafio (el Ad 5 tiene un ADN de aprox. 36 kbp) y, en el extremo 5’ de
cada cadena, se halla unida covalentemente una proteina terminal (PT) de 55
kDa. Asimismo, el genoma de los Ad presenta en sus extremos ITRs de aprox.
100 bp. Los ITRs son esenciales para la replicacion del genoma viral. Por medio
del splicing alternativo y de la transcripcién bidireccional, el genoma adenoviral
codifica mas de cincuenta proteinas (Hackett y Crystal, 2004; Schaffer y col.,

2008).
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Figura 7. Esquema de la estructura del adenovirus tipo 5.

Proteina terminal

Los adenovirus son capaces de infectar una amplia variedad de tipos celulares.
La infeccion viral se inicia con el reconocimiento e interaccion especifica entre
proteinas de la cépside viral y receptores de la superficie de la célula blanco. De
este modo, la entrada del virus a las células blanco, mediante este proceso de
reconocimiento e interaccion altamente selectivo, es un paso limitante para que se
desarrolle un ciclo de infeccion exitoso.

Los Ad 5 se unen a la célula blanco, inicialmente, por la interaccién del boton
terminal de la fibra viral con receptores celulares de superficie de alta afinidad para
adenovirus y virus coxsackie B, denominados CAR (Fig. 8A). Los CAR son un tipo
de proteina transmembrana de la superfamilia de las inmunoglobulinas que
intervienen en la endocitosis de la mayor parte de los Ad (Bergelson y col., 1997).

Ademas, se estan estudiando otras moléculas capaces de actuar como receptores
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primarios de Ad, pero son menos eficientes; entre ellas se encuentran el acido
sialico, el heparan sulfato, el receptor del &cido hialurénico y factores sanguineos
(Bangari y Mittal, 2006; Campos y Barry, 2007).

En adicidén a estos receptores primarios y de manera consecutiva, las integrinas
(a1, avBs, aPs ¥ asP;) de la célula hospedadora sirven como co-receptores para
la entrada de los Ad. Estas integrinas interactlan con la secuencia arginina-
glicina-aspartato del pentén base de la capside viral (Hidaka y col., 1999;
Schneider-Schaulies, 2000).

La interaccion mediada por los CAR proporciona la union inicial con una alta
afinidad del adenovirus a la célula huésped. La interaccion con las integrinas
desencadena cascadas de sefializacidn intracelulares que permiten la endocitosis
dependiente de clatrina. Las vesiculas con viriones en su interior entran a la via
endosomal. Luego, la acidificacion endosomal produce un cambio conformacional
en la capside (se liberan proteinas estructurales, tales como, el pentén base y la
fibra, entre otras) que desencadena la endoosmodlisis y la liberacion del viridn al
citoplasma. En el citoplasma, el viribn con su capside parcialmente
desensamblada viaja utilizando el citoesqueleto hasta la membrana nuclear.
Finalmente, el viribn se une especificamente al complejo del poro nuclear y el ADN
viral ingresa al nacleo (Fig. 8A) (Campos y Barry, 2007).

En el ndcleo el genoma viral permanece en un estado no integrado o episémico
y comienzan los procesos de transcripcion de los genes virales y de replicacion del
genoma viral. La transcripcién de los genes de los adenovirus ocurre en dos
etapas consecutivas: una fase temprana, durante la cual se expresan los genes
tempranos, denominados E (early), y una fase tardia, durante la cual se expresan
los genes tardios, denominados L (late).

Los genes E, que comprenden los E1 (Ay B), E2 (Ay B), E3 y E4 (Fig. 9), son
aquellos que se expresan antes de la replicacion del ADN y en su mayoria
codifican para proteinas involucradas en la transcripcién de los genes virales, la
replicacion de ADN viral, la supresion de la respuesta inmune y la inhibicién de la
apoptosis de la célula huésped. Los genes L, que comprenden los L1 a L5 (Fig. 9),
se expresan después de la replicacion del ADN y codifican para las proteinas
estructurales y para algunas pocas proteinas no-estructurales necesarias para el

ensamblaje de la capside.
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El gen E1A es el primero en transcribirse. Después del splicing alternativo de
los ARNm de E1 se traducen dos proteinas E1A. Estas proteinas inducen a las
células a entrar en la fase S del ciclo celular y, de esta manera, promueven la
expresion de genes celulares necesarios para la replicacion del ADN viral. Las
proteinas E1A son casi idénticas excepto en que una de ellas posee una region
Unica conservada de 46 aminoacidos y la otra no; esta region es requerida para
estimular los promotores de los otros genes tempranos. Es decir, las proteinas
E1A son necesarias para la transcripcion eficiente de los ARNm virales tempranos.

Entre los productos mas importantes inducidos por las E1A se encuentran las
proteinas codificadas por el gen E1B. Las proteinas E1B interaccionan con el
factor de transcripcion p53 y, por consiguiente, bloquean la apoptosis dependiente
de p53. Ademas, las E1B colaboran con proteinas E4 en la regulacion de la
expresion de los genes virales tardios.

La regidn E2, expresada por E2A y E2B, codifica por splicing alternativo tres
proteinas necesarias para la sintesis del ADN viral: la ADN polimerasa, la proteina
de union al ADN de cadena simple y la pre-proteina terminal (pre-PT). La region
E3 codifica proteinas involucradas en la inhibicibn de la apoptosis y en la
proteccion de las células infectadas contra la respuesta inmune del hospedador.
La region E4 es esencial para la expresion de los genes virales y la subsiguiente
replicacion viral, debido a que actia promoviendo la expresion selectiva de los
genes virales a expensas de los genes celulares. Por ejemplo, algunas proteinas
E4 inhiben el transporte de ARNm celulares desde el ndcleo al citoplasma
mientras que promueven el transporte de los transcriptos virales tardios (Flint,
1999; Branton, 1999; Hackett y Crystal, 2004)

La replicacion del ADN viral comienza cuando es suficiente la concentracion de
las proteinas necesarias, tanto virales como celulares (De Jong y Van der Vliet,
1999).

La fase tardia en el ciclo infectivo de los Ad se inicia con el comienzo de la
replicacion viral. La mayoria de las proteinas L son productos de traduccion de
ARNm tardios que derivan de una unidad transcripcional tardia mayor (MLTU:
major late transcriptional unit). Pasadas las 6 a 8 horas post-infeccion, el ADN se

encuentra eficientemente replicado vy, tras el ensamble de las proteinas de la
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capside, se genera una abundante progenie viral (10°-10%cél) (Ramachandra y
Padmanabhan, 1999).

Se han desarrollado diversas estrategias para la generacion de vectores
adenovirales recombinantes (RAds), las cuales se basan en efectuar
modificaciones en el genoma viral en el que subsecuentemente se clona el
transgen de interés. La mayor parte de los trabajos con RAds se basé en el uso de
adenovirus humanos tipo 2 y 5 del subgrupo C (Glasgow Yy col., 2006; Schaffer y
col.,, 2008); esto se debe a que sus genomas se encuentran sumamente bien
caracterizados y a que demostraron no inducir tumores en modelos animales
(Katayose y Seth, 1999).

Inicialmente, las regiones de mayor relevancia a manipular para tal propdsito
fueron: la E1 porque codifica para el principal transactivador viral (E1A), la E2
porgue codifica proteinas esenciales para la replicacion viral y la E3 porgue no es
esencial para la viabilidad del vector y permite contar con mayor espacio de
clonado (Yeh y Perricaudet, 1997; Benihoud y col., 1999).

Los primeros vectores Ad en construirse se basaron en adenovirus a los que se
les suprimieron los genes tempranos E1 o E1 y E3 del genoma viral, denominados
vectores adenovirales de primera generacion (Fig. 8B y Fig. 9). La eliminacion de
la region E1 lleva a la incapacidad del virus para replicar y generar progenie (Yeh
y Perricaudet, 1997; Benihoud y col., 1999) y la supresion de la region E3 genera
mas espacio dentro del genoma para clonar secuencias exégenas (hasta 7,5 kbp)
(Katayose y Seth, 1999). En consecuencia estos RAds son incapaces de
replicarse (replicacién defectivos) evitando asi la infeccion viral generalizada.

Generalmente, el sistema utilizado para construir el genoma Ad de primera
generacion (E1, E3') se basa en la recombinacién homologa entre un plasmido
shuttle, el cual consiste en los extremos del genoma de los Ad y el casete de
expresion del transgen en el lugar de la region E1, y un plasmido gendmico, el
cual consiste en la mayor parte del genoma del Ad salvo por las regiones E1y E3
(Hacket y Crystal, 2004).

Estos RAd pueden replicarse en lineas celulares especificas, como la linea
celular transgénica derivada de rifion de embrion humano 293 (HEK293), que
contiene la region gendémica E1 faltante del Ad5 y, por lo tanto, expresa los genes

necesarios para iniciar la replicacion (Graham y Prevec, 1992). En dichas células

-72 -



293 se pueden amplificar los RAds, obteniéndose titulos muy elevados que
alcanzan las 10* unidades formadoras de placa (pfu)/ml (Campos y Barry, 2007).
Sin embargo, se ha observado que, a pesar de la eliminacion de E1, se expresan
residualmente proteinas virales que desencadenan una respuesta inmune muy
intensa, caracterizada por linfocitos T citotdxicos, la cual elimina las células
infectadas (Yang y col., 1994; 1995).
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Figura 8. Esquemas del ciclo de infeccidon de los adenovirus salvajes y de vectores
adenovirales recombinantes. A: Los Ad salvajes se unen a la superficie celular, primero
mediante la interaccion CAR-fibra viral y, luego, por la interaccién integrina-penton base (I), que
desencadena una cascada de sefiales y la endocitosis de los viriones en vesiculas recubiertas de
clatrina (I1). El endosoma se acidifica, o que causa cambios en la capside, resultando en la
liberacién de las fibras, el desensamble de los vértices, la exposicion de proteinas estructurales (111).
Se produce la lisis de la membrana endosomal y el escape de los viriones parcialmente
desensamblados (1V). Estos viriones se unen a proteinas del citoesqueleto y llegan a la membrana
nuclear donde se unen al complejo del poro nuclear, lo que resulta en el desensamble de la capside
y en la liberacion del genoma viral dentro del nacleo de la célula hospedadora (V). En el nicleo, el
genoma viral permanece como un episoma, se replica y se traducen sus proteinas, primero las
necesarias para la replicacion del ADN y luego las estructurales. El ADN viral es empaquetado y la
cépside se ensambla en el nicleo, de esta manera se genera la progenie viral, que lisa la célula
infectada para esparcirse. En la parte inferior de la figura se observa la representacion del genoma
del Ad salvaje que consta de los ITRs, la sefial de empaquetamiento (¥) y todos los genes,
incluyendo las regiones E1 y E3. B: Los RAds, replicacion defectiva, entran a la célula blanco
mediante los mismos pasos que los Ad salvajes (I a V). Sin embargo, una vez que el ADN viral,
portador del trasgen de interés, se encuentra como un episoma en el nicleo, no se produce la
replicacion del ADN (debido a que carecen de la regién E1), ni se producen nuevas particulas
virales. Por lo tanto, el transgen se expresa produciendo grandes concentraciones de la proteina
recombinante (tipicamente detectable dentro de las 24 hs). En la parte inferior se observa la
representacion del genoma del RAd que carece de las regiones E1 y E3 (AE1 y AE3) y contiene el
resto de los genes virales, los ITRs, la sefial de empaquetamiento y, en la regién AE1, el casete de
expresion del transgen de interés, con un promotor y una sefial de poliadenilacién (polyA).
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Un factor importante a considerar para los estudios in vivo, con animales de
experimentacion, es la duracion de la expresion del transgen mediada por los Ad.
Generalmente, el nivel de expresion del transgen tiene un pico durante los dias 1 a
7 y disminuye rapidamente a valores indetectables durante la segunda a cuarta
semana. Esto se observa para la mayoria de las rutas de administracion con la
excepcion de la inyeccion directa en tejidos inmunoprivilegiados, tal como lo es el
cerebro (Hacket y Crystal, 2004).

Otra cuestion importante a considerar para los estudios in vivo es la respuesta
inmune que se genera contra los vectores Ad. Para tratar de evitar este problema
se han realizado eliminaciones y mutaciones adicionales en el genoma de los Ad.
Una estrategia fue generar vectores E1 con una mutacion en E2A, la cual resulta
en un vector de replicacion defectiva a 37°C. Este vector, sensible a la
temperatura, ha inducido una respuesta inflamatoria reducida y ha permitido una
expresion génica mas prolongada; sin embargo, esta mutacion ha resultado ser
inestable (Hacket y Crystal, 2004).

Una generacion mas reciente de vectores adenovirales son los oncoliticos
(replicaciéon condicionada). A dichos vectores se les elimin6 sélo la regién E1B, en
lugar de toda la region E1 eliminada en los vectores de primera generacion. De
esta manera, se elimind su capacidad para inactivar la proteina p53 de la célula
blanco. La inactivacion de p53 es esencial para el Ad salvaje porque bloquea la
apoptosis dependiente de p53, con lo que se asegura una replicacién viral
eficiente. Por lo tanto, cuando la actividad de E1B es suprimida en el vector Ad se
bloguea la replicacion viral en células normales (que expresan p53) permitiendo
solo la replicacion en células cancerosas deficientes de p53; la proliferacion viral
conduce a lisis de estas células. En consecuencia, después de la transduccion
inicial con el vector Ad oncolitico E1IB continlia la replicacion viral en las células
vecinas deficientes de p53, incrementando el efecto del tratamiento y reduciendo
la cantidad inicial de vector necesario para obtener un efecto terapéutico (Relph y
col., 2004; Raty y col., 2008).

Otras mutaciones en los genes tempranos han sido realizadas en vectores Ad
para reducir la inmunogenicidad. De este modo, se procedid a la eliminacion
completa o parcial de las regiones E2 y E4. Ambos genes son esenciales para la

replicacion viral y, por lo tanto, el vector necesita producirse en lineas celulares
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gue le provean las regiones suprimidas E2 y E4, ademas de la E1. Este tipo de
lineas celulares son dificiles de trabajar y la produccion del vector es,
frecuentemente, poco eficiente (Hacket y Crystal, 2004). Los vectores construidos
de esta manera se denominaron vectores adenovirales de segunda generacion
(Fig. 9). Se ha sugerido que la eliminacién de E2 y E4 en estos vectores logra la
prolongacion de la expresiéon del transgen (Gorziglia y col., 1999). Sin embargo,
puesto que existen contradicciones al respecto, los datos resultan ser
inconsistentes con relacion a la duracién de la expresion génica y al bloqueo de la
respuesta inmune (Benihoud vy col, 1999; Hacket y Crystal, 2004).
Consecuentemente, aun esta en discusion su ventaja respecto de los vectores de
primera generacion.

La eliminacion de las regiones anteriormente citadas no resultaron ser
suficientes para evitar el elevado riesgo de inmunotoxicidad de los vectores Ad.
Por esta razén, se han desarrollado métodos para eliminar todos los genes
adenovirales del vector. Este tipo de vectores se denomind vectores
adenovirales de tercera generacion, eviscerados (gutless), helper-dependent o
adenovirus de alta capacidad (Puntel y col., 2006). Precisamente, a dichos
vectores se les han removido todos sus genes salvo las secuencias necesarias en
cis, tales como los dos origenes de replicacién (en los ITRs) y la sefal de
empaguetamiento (Fig. 9). Para generar y producir los vectores gutless se
necesitan in trans todos los elementos necesarios para la replicacion y el
empaguetamiento. Generalmente esto se logra con la coinfeccion de las células
productoras con un adenovirus denominado virus auxiliar (helper). El desafio de
este tipo de metodologia es eliminar o, al menos, disminuir la presencia de virus
auxiliar en la preparacion final de los gutless.

En tal sentido, es posible reducir la contaminacién con el virus auxiliar por
medio de la eliminacion de su sefal de empaquetamiento, empleando la Cre
recombinasa (del bacteriofago P1). La recombinacion puede efectuarse mediante
la utilizacion de células 293 que expresan la recombinasa (293Cre) y un virus
auxiliar que contiene, adyacente a su sefal de empaquetamiento, dos sitios
especificos (loxP) de reconocimiento de la enzima (Katayose y Seth, 1999;
Jézkowicz y Dulak, 2005). Analogamente, se ha desarrollado una estrategia de

recombinacién que utiliza la FLP recombinasa (de levadura), la cual es expresada
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por células 293 y, en este caso, el vector auxiliar contiene sitios frt, reconocidos
por la FLP (Hurtado-Lorenzo y col., 2003).

RAd primera generacion
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Figura 9: Representacidén esquematica de la organizacion genética de los Ad
y Sus respectivos vectores. En los vectores Ad se indica la localizacion de la insercién
del casete portador del transgen. ITR, repeticiones invertidas terminales. ¥, sefal de

empaquetamiento. Modificado de Giacca, 2007.

Los vectores gutless que se han generado utilizando los sistemas mencionados
son menos toxicos e inmunogénicos y, por lo tanto, son convenientemente
tolerados in vivo e inducen una expresion génica mas prolongada (Jozkowicz y
Dulak, 2005). Adicionalmente, poseen una gran capacidad de clonado
(tedricamente entre 28 a 32 kbp), lo cual posibilitaria la transferencia de cADN
largos 0 regiones gendmicas enteras incluyendo sus elementos génicos
regulatorios normales (Giacca, 2007).

Los RAds cuentan con algunas ventajas respecto a los otros vectores virales: 1)
son capaces de transducir eficientemente un amplio rango de tejidos y tipos
celulares, en estado proliferativo o quiescente; 2) poseen una capacidad de
clonado de hasta 32 kbp de ADN (en gutless); 3) son faciles de manipular en el
laboratorio; 4) son factibles de producirse en titulos elevados; 5) el genoma de los
RAds no se integra al genoma de la célula huésped, permanece en un estado

episdmico, descartando el riesgo de mutagénesis insercional; y 6) poseen una alta
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eficiencia de expresion génica (Yeh y Perricaudet, 1997; Benihoud y col., 1999;

Schaffer y col., 2008).

Sin embargo, los vectores Ad poseen una importante limitacion, la intensa
respuesta inmune que inducen en el hospedador, dirigida contra la particula viral y
las células infectadas. Como consecuencia de dicha respuesta inmune se limita la
duracién de la expresion del transgen (la cual generalmente es transitoria) y se
restringe la readministracion del vector. Si bien esta limitacion se ha superado en
el caso de los vectores gutless, estos son dificiles de producir en estado de
suficiente pureza (Yang y col., 1994; Schaffer y col., 2008).

De los diferentes vectores virales descriptos mas arriba elegimos para el
presente trabajo a los vectores adenovirales de primera generacion. Esta decision
se fundamento en las siguientes razones:

1) Se consideraron las ventajas, antes mencionadas, de los Ad respecto a los
otros vectores virales y se especulé que la respuesta inmune desencadenada
por estos vectores, su principal desventaja, podria verse atenuada por las
caracteristicas intrinsecas de la timulina. Es decir, siendo la timulina una
molécula inmunosupresora y trabajando ademas en ratones inmunodeficientes
(nude), era razonable anticipar que un adenovector portador de un gen
sintético para timulina poseeria una prolongada expresién de su transgén,
como efectivamente sucedio.

2) Habia ademas una razon practica para nuestra eleccion. Durante los Ultimos
10 aflos hemos desarrollado la tecnologia necesaria para la construccion de
vectores adenovirales recombinantes de primera generacién, por lo que esta
tecnologia estaba bien establecida en nuestro laboratorio al momento de

trazarse los objetivos de esta tesis.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La presencia del timo durante la vida perinatal parece esencial, no solo para el
normal desarrollo del sistema inmune, sino también para una apropiada
maduracién del eje hipotadlamo-hipéfiso-gonadal (Besedovsky y Sorkin, 1974;
Rebar y col., 1981b). Los ratones congénitamente atimicos muestran severas
deficiencias en su funcion reproductiva tales como bajos niveles de gonadotrofinas
circulantes (Rebar y col., 1981b; 1982; Goya y col., 2001), retraso en la apertura
vaginal y primera ovulacion, fertilidad disminuida y un aumento de la atresia
folicular que conduce a un cese prematuro de la funcion ovarica (Rebar y col.,
1981b). La timectomia neonatal de ratones hembras normales induce anomalias
similares (Michael y col., 1980; Nishizuka y Sakakura, 1971).

Considerando los efectos antes mencionados de la timulina sobre los sistemas
inmune y endocrino, principalmente su accién facilitadora de la secrecion de
hormonas hipofisarias (Goya y col., 1999), se ha propuesto la hipétesis de que
esta hormona timica posee un rol relevante como mediadora de la comunicacion
entre el timo y el sistema neuroendocrino. En el presente trabajo decidimos

evaluar dicha hipétesis.

Dado este marco conceptual general nos propusimos los siguientes objetivos

especificos:

1) Disefar y construir una secuencia sintética de ADN codificante para un analogo

biol6gicamente activo de timulina.

2) Determinar el targeting de la timulina recombinante producida por este nuevo
gen sintético. Para tal fin se decidié construir un vector eucariético de expresion
conteniendo la secuencia del nuevo gen sintético fusionada a la hMGFP (proteina

moster verde fluorescente humanizada).

3) Construir una vector adenoviral recombinate (RAd) que exprese el gen sintético

para timulina y evaluar su funcionamiento in vitro e in vivo y su posible toxicidad.
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4) Implementar terapia génica neonatal para timulina (con el gen sintético
construido) en ratones nude a fin de determinar si esta intervencién es capaz de
prevenir la aparicion de las disfunciones neuroendocrinas y/o reproductivas

caracteristicas de la hembra nude adulta.

Consideramos que el conocimiento de las interrelaciones entre del timo
endocrino con otros sistemas, particularmente el nervioso y el endocrino, podria
proveer nuevos abordajes terapéuticos para el tratamiento de desordenes
endocrinos o0 neurolégicos asociados a situaciones de hipofuncién del timo
endocrino. En esta linea, un objetivo a largo plazo en el cual la presente tesis se
inserta es el desarrollo de estrategias terapéuticas de avanzada, potencialmente
aplicables en la clinica humana al tratamiento de timodeficiencias asociadas a
procesos patologicos (enfermedades autoinmunes, infeccion y cancer) o normales

(envejecimiento).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 PROTOCOLOS GENERALES DE BIOLOGIA MOLECULAR

3.1.1 TRANSFORMACION DE BACTERIAS CON LOS PLASMIDOS DE
INTERES

Todos aquellos protocolos que incluyeron trabajo con material plasmidico
comprendieron en algunos de sus pasos la transformacion de bacterias. Las
bacterias empleadas en todos los casos fueron de la cepa Escherechia coli

JM109. Dichas bacterias debieron hacerse competentes como paso previo a su

utilizacioén en los protocolos de transformacion.

3.1.1.1 Preparacion de bacterias competentes utilizando cloruro de calcio

La bacterias se replicaron a partir de stocks conservados a -70°C, los cuales
contienen los microorganismos en medio Luria (LB) (Triptona 10 g/l; extracto de
levadura 5 g/l; NaCl 10 g/l; pH 7) con el agregado de 15 % v/v de glicerol.
Primeramente las bacterias se crecieron por estria en placas de LB + 1,5 p/v de
agar (LB agar) y se incubaron a 37°C durante toda la noche. Se transfirio una
colonia aislada a 50 ml de medio LB y se incubd el cultivo a 37°C con agitacion.
Las bacterias se transfirieron asépticamente a un tubo estéril manteniéndolo en
hielo durante 10-15 minutos, se centrifugaron a 2.500 x g durante 10 minutos a
4°C y se descartd el sobrenadante. El pellet se resuspendié en 5 ml de solucion
0,1 M de CaCl, estéril, enfriado en hielo y se centrifugd nuevamente (2.000 x g
durante 10 minutos a 4°C). Se descarté el sobrenadante y se resuspendio el pellet
en 1 ml de solucion 0,1 M de CaCl, estéril, conservandose a 4°C entre 12 y 24 hs.
Antes de alicuotar las bacterias se les adicion6 20 % v/v de glicerol y se

almacenaron a -70°C.

3.1.1.2 Transformacion de bacterias competentes

Se adicionaron aproximadamente 50 ng del ADN transformante a 200 ul del
stock de bacterias competentes, manteniéndolos en hielo durante 30 minutos. El
tubo se transfirié a un bafio de agua a 42°C para realizar un shock térmico de 45

segundos de duracién, rapidamente se le colocé en hielo, se incub6 durante dos
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minutos y luego se agregaron 800 ul de medio SOC (peptona 20 g/l; extracto de
levadura 5 g/I; NaCl KCI 0,186 g/I; glucosa 20 mM; pH 7) y se incub6 1 h a 37°C.
Luego de la incubacion, las bacterias se sembraron en placas con LB agar, con el
antibiético de seleccién a la concentracion correspondiente y se incubaron a 37°C

durante una noche.

3.1.2 OBTENCION DE PLASMIDOS

La obtencion de ADN plasmidico a partir de bacterias de E. coli se realizé
siguiendo los protocolos de Sambrook y Russell (2001). Basicamente, este
protocolo consiste en la lisis alcalina de las bacterias con el detergente dodecil
sulfato de sodio (SDS) para producir la liberacion del plasmido a partir de las
mismas. El lisado se purifica para eliminar restos celulares, proteinas y el ADN

cromosémico.

3.1.2.1 Obtencion de plasmidos en pequefia escala (minipreparacion)

Se transfirieron colonias individuales a tubos con 2-5 ml de medio LB
conteniendo el antibidtico apropiado. Se incubaron toda la noche a 37°C con
agitacion enérgica. Se transfirieron aproximadamente 1,5 ml de cultivo a tubos
eppendorf y se centrifugaron a 10.000 x g durante 2 min. a 4°C. Se descarto
cuidadosamente el sobrenadante y el pellet de bacterias se resuspendié con 100
Ml de Solucion | (25 mM Tris-Cl pH 8,0; 10 mM EDTA, glucosa 50 mM, ARNasa 10
pg/ml). La lisis alcalina se realiz6 adicionando 200 ul de Solucion Il (NaOH 0,2 M;
SDS 1%) mezclando por inversion, hasta la resuspension del pellet, y se la incubo
a temperatura ambiente durante 5 minutos. Luego se adicioné 150 upl de Solucién
[ll (3M de acetato de potasio; 2 M &cido acético) previamente enfriada en hielo, se
incubd en hielo durante 5 min, se centrifugd a 15.000 x g durante 10 minutos a 4°C
y se transfirié el sobrenadante a un tubo limpio. A continuacién, se adicionaron
450 ul de SS-fenol:.cloroformo:acohol isoamilico (24:24:1 v/vilv) agitando
vigorosamente. Se centrifugd a 15.000 x g durante 5 minutos a 4°C y se transfirié
el sobrenadante a un tubo limpio. EI ADN se precipitd mediante el agregado de 2,5
volimenes de etanol 96% y 0,1 volumenes de acetato de sodio 3M, pH 5,2. Se
centrifugd a 15.000 x g durante 15 minutos, el pellet se lavo con etanol al 70% y se

seco al vacio; el ADN plasmidico se resuspendi6 en buffer TE (10 mM Trs-Cl pH
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7,4, 0,1 mM EDTA). La cuantificacion del ADN plasmidico se realizd por
absorbancia a 260 nm (Espectrofotometro UV/Visible, Ultrapec 2100, GE
Healthcare, Piscataway, NJ, EEUU).

Alternativamente, las minipreparaciones se efectuaron empleando Kkits
comerciales (Promega, Madison, WI, EEUU o Qiagen, Valencia, CA, EEUU),

siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.1.2.2 Obtencion de plasmidos a gran escala (maxipreparacion)

Se incubaron 0,5 ml de cultivo primario de bacterias conteniendo el plasmido de
interés en 100 ml de medio LB, conteniendo el antibidtico correspondiente, durante
12 a 16 horas a 37°C con agitacion enérgica. El cultivo se centrifugd a 5.000 x g
por 10 min. El pellet de bacterias se resuspendido en 2 ml de Solucién |, se
agregaron 4 ml de Solucién Il mezclando por inversion, y 3 ml de Solucion Il
incubando en hielo por 10 min.. Luego, se centrifug6é a 12.000 x g durante 10 min.
y se recogio el sobrenadante. Se adicioné 0,6 volimenes de isopropanol, se
incubd por 10 min. a temperatura ambiente y se centrifugd a 12.000 x g durante 10
min.; el pellet se resuspendié en buffer TE. Se adicion6 ARNasa a una
concentracién final de 20 ug/ml y se incub6é a temperatura ambiente por 15-30
min.. Se agrego 0,5 ml de fenol-cloroformo, se mezclo en vortex por 1-2 min. y se
centrifugd a 12.000 x g por 5 min. Se extrajo la fase superior acuosa y el ADN
plasmidico se precipité con etanol 96%, se centrifugé a 15.000 x g durante 15 min,
se sec6 al vacio y se disolvio en buffer TE. La cuantificacién del ADN plasmidico

se realiz6 por absorbancia a 260 nm.

3.1.3 DIGESTION DE ADN CON ENZIMAS DE RESTRICCION (ER)

Las reacciones de digestion con una enzima de restriccién consistieron en una
mezcla de reaccion que incluye agua libre de nucleasas, un buffer de reaccion
adecuado, 0,5 a 1 pg de ADN plasmidico y 2 a 5 unidades (U) de la enzima de
restriccién. La mezcla de reaccién se incub6 durante 1 a 2 horas a la temperatura
optima de la enzima de restriccion utilizada. Finalizada la incubacion se adiciond la
cantidad correspondiente de buffer muestra 6X (0,25% p/v brofenol blue; 0,25%

p/v xileno cyanol; 30% glicerol) y se procedio a su siembra en un gel de agarosa.
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3.1.4 ELECTROFORESIS SUMERGIDA EN GELES DE AGAROSA

La separacion, analitica o preparativa, de fragmentos de ADN obtenidos por
digestion con enzimas de restriccion se llevo a cabo mediante electroforesis en
geles de agarosa (0,8-1,3%). La corrida electroforética se realizé en cubas de
electroforesis sumergidas (HE 33 Mini Submarine Unit, GE Healthcare,
Piscataway, NJ, EEUU), a aproximadamente 10 V/cm durante el tiempo requerido
para la correcta separacion de los fragmentos obtenidos. En todos los casos el
buffer de corrida fue TBE 1X (Tris 0,05M; &cido baérico 0,05 M, EDTA 0,01mM, pH
8,3). Las muestran se sembraron en paralelo con estandares comerciales de peso
molecular de ADN. Una vez finalizada la corrida electroforética, los geles se
sumergieron durante 15 min en una solucion acuosa de bromuro de etidio (0,5
pg/ml). Las bandas de ADN se observaron a través de un transiluminador UV
(Hoefer MacroVue UV-20, GE Healthcare, Piscataway, NJ, EEUU), se
fotografiaron utilizando una camara digital KD120 (Kodak, Rochester, NY, EEUU) y
se analizaron con el software Kodak Digital Sciences 1D (Kodak, Rochester, NY,
EEUU).

3.1.4.1 Electroforesis preparativa en geles de agarosa
Cuando la electroforesis en geles de agarosa implico la posterior utilizacién de
los fragmentos de ADN separados, el gel se prepard utilizando una agarosa de
bajo punto de fusion (GE Healthcare, Piscataway, NJ, EEUU), realizando la corrida
electroforética bajo las mismas condiciones detalladas en el punto anterior, pero
manteniendo la temperatura de la cuba electroforética por debajo de los 10°C para
evitar deformaciones debidas a la generacion de calor por el paso de la corriente
eléctrica.
Una vez individualizadas, las bandas de interés se cortaron y se transfirieron
a tubos eppendorf. Se les adiciondé 3 volumenes de buffer TE y los tubos se
calentaron a 65°C durante 10 min.. Al gel fundido se le adicion6 un volumen de
SS-fenol y, luego de una agitacion vigorosa, se centrifugd a 10.000 x g durante 10
min. a 4°C. La fase acuosa se transfirid a otro tubo limpio repitiendo la operacion
anterior con un volumen de SS-fenol-cloroformo (1:1 v/v) y luego con cloroformo-
1% alcohol isoamilico. Se precipité el ADN de la dltima fase acuosa por medio del

agregado de 0,1 volumen de acetato de sodio 3M (pH 5,2) y 2,5 volumenes de
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etanol al 95% (v/v) y la centrifugacion a 15.000 x g durante 15 min. a 4°C. El pellet
de ADN se lavd con alcohol 70% (v/v), se secO al vacio y se redisolvid en un

volumen adecuado de buffer TE.

3.1.5 PREPARACION DE OLIGONUCLEOTIDOS DE DOBLE CADENA QUE
CODIFICAN PARA metFTS

Las variantes de oligonucleétidos de doble cadena (oligos dc) que codifican
para metFTS se generaron mediante la hibridizacion de los dos oligonucledtidos
de simple cadena (oligos sc) antiparalelos y complementarios, disefiados segun se
detalla en la seccion 3.2.1.

La hibridizacion se realizé con una mezcla de 1 nmol de cada oligo sc en 50 pl
de buffer de annealing (10 nM Tris-HCI pH 7,5; 100 mM NaCl; 1 mM EDTA). La
mezcla se colocd en un termociclador (Hybaid, model PCR Express, Thermo
Scientific, Waltham, MA, EEUU) y se sometié a una secuencia de calentamiento
en dos pasos, uno a 95°C durante 10 min. seguido por otro a 89°C durante 15
min.. A continuacién del proceso de calentamiento se realiz6 un proceso de
enfriamiento que consistio en la disminucién de 1°C por minuto hasta los 4°C. La
correcta hibridizacion se verific6 mediante una corrida electroforética en geles de
poliacrilamida no desnaturalizante al 20%, en buffer TBE 1X a 40 V durante 16 hs.
El oligo dc asi obtenido se digiridé con las enzimas de restriccion correspondientes,
se separé mediante una electroforesis en geles de agarosa preparativa y se utilizo

en la ligacién con los diferentes vectores de expresion.

3.1.6 LIGACION DE FRAGMENTOS DE ADN

Para una reaccion de ligacion tipica se utilizaron 200 ng de ADN, con una
relacion inserto/vector 3:1 (mol:mol), empleando buffer ligasa 1X, 1 U de enzima
T4 DNA ligasa (Promega, Madison, WI, EEUU) y H,O libre de nucleasas hasta
completar el volumen final de 10 ul. La incubacién se realizé6 a 15°C durante 16

horas.
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3.2 DISENO Y CONSTRUCCION DE VECTORES PORTADORES
DEL GEN SINTETICO DE LA TIMULINA

3.2.1 VECTOR DE EXPRESION EUCARIOTA pcDNA-metFTS.

A partir de la secuencia de aminoacidos que conforman el nonapéptido FTS
nativo, GIn-Ala-Lys-Ser-GIn-Gly-Gly-Ser-Asn (Pléau y col., 1977), se disefid una
secuencia de ADN codificante para un analogo de timulina, metFTS, de manera tal
gue la misma fuese Gptima para su expresion en células de rata. Asi, se disefio la
siguiente secuencia de ADN: 5-ATGGAGGCCAAGTCGCCGGGGGGGTCGAACT
AGTAG-3', que codifica para metFTS (Met-GIn-Ala-Lys-Ser-GIn-Gly-Gly-Ser-Asn)
e incluye un coddén de iniciacion ATG en el extremo 5 y dos codones de
terminacion contiguos en el extremo 3’ (Fig. 10, A). A partir de esta construccion,
que se denomind “secuencia basica para metFTS”, se disefaron tres variantes
para lograr el clonado en distintos vectores de expresion. Los disefios de insercion
de las variantes del gen sintético de la timulina en los vectores utilizados se
realizaron mediante el empleo del programa Clone Manager Professional Suite,
versiéon 8-2005 (Sci-Ed Software. Cary, NC, EEUU).

A la primera variante se le agregaron cuatro sitios de corte para las siguientes
enzimas de restriccion: BamHI y Mlul (en el extremo 5’) y EcoRV y EcoRI (en el
extremo 3’) (Fig. 10, B). Esta variante se insertd en el sitio de clonado mdltiple
(MCS) del vector de expresion eucariota pcDNA3.1(+) (Invitrogen, Carlsbad, CA,
EEUU). Dicho plasmido contiene el promotor del citomegalovirus humano (CMV) y
la secuencia de la sefal de poliadenilacion del gen de la hormona de crecimiento
bovina (BGH). El oligo dc que codifica para metFTS se gener6 mediante la
hibridizacion de los dos oligos sc complementarios de 66 bases cada uno
(Invitrogen), como se describid en la seccion 3.1.5. Luego, se purifico y se digirid
con las enzimas de restriccion BamHI y EcoRI. El plasmido pcDNA3.1(+) se digirio
con estas mismas enzimas. Ambos fragmentos se purificaron mediante
electroforesis en geles de agarosa preparativa, se ligaron entre si y con el
producto de la ligacion se transformaron bacterias competentes. Se obtuvieron
colonias que fueron analizadas para confirmar la correcta construccion del vector

portador de la secuencia para metFTS que denominamos pcDNA-metFTS (Fig.
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11, A). Se trasfectaron células BHK y HEK293 (293) con el vector generado a fin

de determinar si era capaz de expresar el péptido metFTS.

A
Q A K S Q G G S N Native FTS
5' cag gcc aag tcg cag ggg ggg tcg aac 3! FTS ORF optimized for rat cells
mt Q A K S Q G G S N stop stop met-FTS
5' atg cag gcc aag tcg cag ggg ggg tcg aac tag tag 3 met-FTS basic sequence
B Variant#1
met-FTS

5' cgcggatccacgcgtifatgecaggccaagtegecagggggggtegaactagtaggatatggaattgdegg 3
3' gcgectaggtgegeatacgtececggttcagegteccceccagettgatecatgctatagecttaaggee 5

BamHI Miul EcoRV  EcoRI

C Variant#2
met-FTS

5' cgcccccgggptgcaggeccaagtecgecagggggggtcgaadgatatcegecatggga 3!
3' gcgglgggcccltacgtececggttcagegtecececececagettgcectatagecggtacicct 5°'

Xmal EcoRV  Ncol

D Variant#3
7 promoter primer binding site met-FTS
5' cg;.ggatcc aatacgactcactataggg aatt:catgcaggccaagtcgcagggggggtcgaactagtaggtcgac‘;gg 3

3' gcglectaggpttatgctgagtgatatccccttaagitacgteccggttcagegtececcecececagettgateatecagetggee 5°'
BamHlI Sall

Figura 10. Construcciones de ADN que codifican para metFTS. A: Secuencia
de aminoé&cidos de la FTS nativa. Por debajo, se observa la secuencia ORF disefiada,
optimizada para su expresién en células de rata, que codifica para la FTS nativa. La
secuencia basica del gen sintético para metFTS se constituy6 al agregarle a la secuencia
nativa, en el extremo 5’, un codon ATG de iniciacion (que ademas codifica para metionina)
y, en el extremo 3’, dos codones de terminaciéon. B, C y D: Variantes de la secuencia
basica construidas para ser insertadas en los vectores de expresion pCDNA3.1(+),
phMGFP, y pDCb515, respectivamente. La variante #2 carece de los codones de
terminacion. La variante #3, construida para ser insertada en el vector pDC515, consta de
la secuencia del promotor del fago T7 para su secuenciacion.

3.2.2 VECTOR DE EXPRESION EUCARIOTICO pmetFTS- hMGFP

La segunda variante del gen metFTS disefiada (Fig. 10, C), que carece de los
codones de terminacién, se insertd6 en el MCS del vector de expresion eucariético
phMGFP (Promega), portador del gen de la hMGFP (proteina moster verde
fluorescente humanizada), posicionado en el extremo 3 del MCS. Siguiendo el
protocolo antes descrito, el oligo dc metFTS y el phMGFP se digirieron con las
enzimas de restriccion Xmal y ECORV. Ambos fragmentos lineales se purificaron en

geles de agarosa, se ligaron entre si y con el producto de la ligacién se transformaron
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bacterias competentes. Se obtuvieron colonias que fueron analizadas, confirmandose
la correcta construccién del vector pmetFTS-hMGFP (Fig. 11, B), portador de un gen
hibrido codificante para la proteina de fusion metFTS-hMGFP. Se transfectaron
células BHK y 293 con el vector generado a fin de determinar si era capaz de
expresar dicha proteina de fusion.

A BamHI EcoRI

lm metFTS BGH pAl

pcDNA-metFTS

HSV40 late pA

4 { frt

—SV40 pA

——

pDC515-(T7)metFTS

Figura 11. Vectores de expresion eucarioticos conteniendo el gen sintético
para metFTS. A: El pcDNA-metFTS se generd por clonacién del gen sintético metFTS
en los sitios BamHI y EcoRlI del sitio de multiple clonado (MCS) de pcDNA3.1(+). B: El
pmetFTS-hMGFP se generd insertando la variante de la secuencia metFTS, que carece
de los dos codones de terminacién, en los sitios Xmal y EcoRV del MCS del vector de
fusion phMGFP. Esto resultd en la secuencia metFTS insertada en el mismo marco de
lectura que el gen para hMGFP vy, por lo tanto, se constituyé un gen hibrido que codifica la
proteina de fusibn metFTS-hMGFP. C: El pDC515-metFTS se generd insertando la
secuencia (T7)metFTS en los sitios BamHI y Sall del MCS del shuttle pDC515.

3.3 DISENO Y CONSTRUCCION DE UN VECTOR ADENOVIRAL
RECOMBINANTE QUE EXPRESA EL GEN SINTETICO DE LA
TIMULINA (RAd-FTS)

3.3.1 CARACTERISTICAS GENERALES DEL SISTEMA DE CONSTRUCCION
El RAd-FTS se construy6é utilizando una variante del método de los dos

plasmidos (Hitt y col., 1995) empleando el kit plasmidico AdMax® (Microbix,
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Canada). Este kit utiliza un plasmido lanzadera o shuttle (pDC515) que contiene
un minicasete de expresién constituido por el promotor del gen inmediato
temprano del citomegalovirus murino (MCMV), un MCS (para el clonado del gen
de interés), la sefial de poliadenilacion del Simian Virus 40 (SV40pA) y un sitio de
reconocimiento frt para la recombinasa FLP de levadura (caracteristica de la
levadura Saccharomyces cerevisiae). Este casete esta flanqueado por los
extremos de la region E1 del adenovirus tipo 5 (Ad 5). Ademas este plasmido
shuttle posee la sefial de empaquetamiento del adenovirus (@) y las secuencias de
repeticiones terminales invertidas enfrentadas (ITR-ITR).

El segundo plasmido del kit, el plasmido genémico pBHfrt(del)E1,3FLP (35.552
pb), consiste en el genoma completo del Ad 5, conteniendo deleciones en las
regiones E1 y E3. Ademas, rio arriba de la deleciéon E1, contiene un casete de
expresion para el gen de la FLP recombinasa de levadura, bajo el control del
promotor del CMV humano, y una sefial de poliadenilacion del SVA40.
Inmediantamente, rio abajo de la delecion E1, contiene un sitio de reconocimiento
para la recombinasa frt. La enzima FLP recombinasa reconoce el sitio frt de 34 pb
(de ambos plasmidos) y permite la recombinacion sitio-especifica. De este modo
los sitios de recombinacién especifica reconocidos por FLP recombinasa dan alta
eficiencia al proceso de recombinacién que genera el vector deseado (Ng y Baker,
1999). El plasmido gendmico también posee las ITR-ITR.

Las secuencias ITRs enfrentadas facilitan la apertura de los plasmidos para la
recombinacion, haciendo mas eficiente el origen de replicacion del ADN del
adenovirus (Ng y Baker, 1999). Los plasmidos mencionados poseen un gen de

resistencia a la ampicilina, para permitir expandirlos en bacterias.

3.3.2 CONSTRUCCION DEL RAd-FTS

La tercera variante de la secuencia metFTS disefiada (Fig. 10, D) se insert6 en
el MCS del pladsmido shuttle, pDC515. El oligo dc metFTS y el pDC515 se
digirieron con las enzimas de restriccion BamHI (extremo 57) y Sall (extremo 3°).
Ambos fragmentos lineales se purificaron por electroforesis en geles de agarosa
preparativos, se ligaron entre si y con el producto de la ligacion se transformaron
bacterias competentes. Se obtuvieron colonias que fueron analizadas,

confirmandose la correcta construccion del pldsmido lanzadera, pDC515-metFTS
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(Fig. 11, C). Este plasmido se cotransfectd con el pldsmido gendmico
pBHGfrt(del)E1,3FLP en células 293. En las células 293 exitosamente
cotransfectadas, la recombinasa FLP se expresa tempranamente, reconociendo
los sitios frt en ambos plasmidos, y cataliza eficientemente la recombinacion sitio-
dirigida generando asi el genoma del vector adenoviral deseado, portador del gen
sintético para la timulina (Fig. 12). En las células 293, dicho genoma se replicé y
generd una produccion masiva de viriones. Se obtuvo un lisado de las células 293
cotransfectadas y, por medio de una purificacion en placas (segun el protocolo
sugerido por AdMax®), se aislé una preparacién monoclonal del vector viral
generado, que se denomind RAd-FTS. Dicha preparacion se amplificd, se purifico
en gradiente de CsCl (secciéon 3.4.4) y se titulé por medio del ensayo de dilucion
en placas. El RAd-FTS construido fue caracterizado biolégicamente in vitro e in

Vivo.

pDC515-metFTS

4014 bp frt

Cotransfeccion en
células HEK293

Y

¥ 177 metFTS
|
T+ - | . >
ITR PmCMV Sv40pA ITR
AE1 AE3

RAd-FTS

Figura 12. Esquema de la construccién del vector adenoviral portador del gen
sintético de la timulina. Luego de la cotransfeccion en células 293, los plasmidos
lanzadera pDC515-metFTS y gendémico pBHGfrt(del)E1,3FLP se recombinaron por la
accion de la FLP recombinasa. Como resultado se obtuvo el genoma del RAd-FTS.
pmCMV: promotor del citomegalovirus murino; SV40: sefial de poliadenilacion; y: sefal de
empaquetamiento; ITR: repeticiones terminales invertidas; AE1, E3: deleciones E1, E3; frt:
sitios de reconocimiento de la FLP recombinasa.
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Se utilizaron como controles dos RAds. Uno fue el denominado RAd-Bgal que
expresa B-galactosidasa de E. Coli; en dicho vector la region gendmica E1 fue
reemplazada por un casete de expresion conteniendo el gen que codifica para el
operén lac Z de E. Coli, ubicado bajo el control del promotor del virus del Sarcoma
de Rous-long terminal repeat (RSV-LTR). Este vector fue donado por el Dr.
Michael Perricaudet del Institute Gustave Roussy (CNRS, Paris, Francia). El
segundo vector utilizado fue el RAd-(GFP/TK)zs, construido en nuestro laboratorio
mediante el proceso general empleado en la construccion del RAd-FTS. En dicho
vector se insertd el gen hidrido GFP/TK que codifica para la proteina verde
fluorescente de Aequorea victoria fusionada a la timidina quinasa del virus Herpes
simplex tipo 1 (donado por el Dr. Jacques Galipeau, McGill University, Montreal,
Canada). Este gen hibrido se encuentra bajo el control del promotor mCMV.
Ambos vectores adenovirales recombinantes controles fueron expandidos en

células 293, purificados y titulados como se indica para el RAd-FTS.

3.4 PROTOCOLOS DE CULTIVO CELULAR

3.4.1 CELULAS

Se utilizaron las siguientes lineas celulares: las HEK 293 (de rifibn de embrion
humano), las BHK (de rifidn de hamster bebé), las rTEC (células epiteliales timicas
de rata), y las hTEC (células epiteliales timicas de feto humano).

Las cuatro lineas celulares fueron empleadas en procedimientos in vitro con los
vectores construidos. De estas lineas, las células 293 (Microbix Biosystems Inc.)
fueron empleadas para los procedimientos de generacién, expansion vy titulacion
de vectores adenovirales recombinantes. Estas células estdn genéticamente
modificadas de manera que expresan constitutivamente las proteinas codificadas
por los genes adenovirales de la region E1 (delecionada en los RAds). Dichas
proteinas son requeridas para la expresion de los genes adenovirales que

permiten la replicacion de nuestros Rads, que son replicacidn-deficientes.

3.4.2 PROCEDIMIENTOS GENERALES DE CULTIVO DE CELULAS
3.4.2.1 Mantenimiento de los stocks
Las lineas celulares se cultivaron en medio de cultivo: Eagle’s minimum

essential medium (MEM) (Gibco-Invitrogen), 2 mM glutamina, 0,1 mM aminoé&cidos
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no esenciales, NaHCO3 (2,2 mg/l) y 16,8 mM Hepes buffer (pH 7,0), esterilizado
por filtracion a través de filtro con un diametro de poro de 0,22 ym. A este medio
se le adicion0, en esterilidad, penicilina/estreptomicina (20mg/l) (PAA Laboratory,
GMBH) y 10% (v/v) de suero fetal bovino (SFB) (Natocor, Cordoba).

Las lineas celulares empleadas, que crecen en monocapa, se€ mantuvieron a
37°C en atmosfera controlada al 5% de CO, en frascos de cultivo de 75 cm? hasta
el momento de su utilizacion. Cuando las células alcanzaron el 80-90% de
confluencia se procedio a repicarlas, diluyéndolas 1/3. Para separar las células se
utilizo tripsina (para las células BHK y las TECs) o citrico salina (para las células
293). La tripsina (0,5 mg/ml) (Trypsin-EDTA PAA Laboratory, GMBH), diluida en
buffer PBS estéril conservada a 4°C, se agrego en cantidad suficiente para cubrir
las monocapas. El desprendimiento de las células se control6 al microscopio y al
completarse, se procedié a agragar medio de cultivo (MEM 10% SFB) para
neutralizar la tripsina. Las células 293 se repicaron dispersandolas mediante el
agregado de la solucion citrico salina (10 g/l de KCI, 4,4,g/l de citrato de sodio,

estéril, conservada a 4°C) segun el protocolo indicado por el fabricante (Microbix).

3.4.2.2 Congelamiento de células

Para congelar células se utilizaron cultivos con un 75-80% de confluencia. Las
células disgregadas por tripsina o citrico salina se centrifugaron a 1.000 rpm
durante 10 minutos rescatandose el sedimento celular y se resuspendieron en
medio de congelacion (50% SFB, 40% MEM y 10% de dimetilsulfoxido (DMSO)
(Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, EEUU)) a una concentracion de
aproximadamente 10° células/ml. Se fraccionaron en alicuotas de 1 ml por criotubo
y se procedio a la siguiente secuencia de congelacion: 30 minutos a 4°C, 1 hora a

-20°C, y 1 hora a -70°C. Se conservaron congeladas en nitrégeno liquido.

3.4.2.3 Descongelamiento de células

Las alicuotas, retiradas del nitrégeno liquido, se descongelaron rapidamente en
un bafio a 37°C. Las células se colocaron en un tubo Falcon de 15 ml que
contenia medio de cultivo (aprox. 10 ml) para evitar la accién toxica del DMSO. Se

centrifugd a 2.000 rpm durante 10 minutos, se descartdé el sobrenadante y se
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resuspendio en 10 ml de medio de cultivo. Estas células en suspension se

sembraron en frascos de cultivo de 25 cm? y se colocaron en estufa.

3.4.3 COTRANSFECCION CON LIPOFECTAMINA

Las cotransfecciones del plasmido lanzadera pDC515-metFTS con el plasmido
genomico para generar el RAd-FTS se realizaron utilizando Lipofectamine 2000
Reagent (Invitrogen) en células HEK293 de bajo numero de pasaje (<40). De la
misma manera se operd en las transfecciones con el pcDNA-metFTS y con el
pmetFTS-hMGFP en células BHK y 293.

Se realizaron transfecciones en placas de 6, 12 y 24-pocillos, donde se variaron
los voliumenes y las cantidades de ADN vy la lipofectamina utilizada, siguiendo en

todos los casos el procedimiento sugerido por el fabricante.

Generacion del RAd-FTS: en este caso, luego de la transfecciébn con

lipofectamina, se reemplazé el medio de cultivo por uno con 5% SFB. Las células
se mantuvieron con MEM 5% SFB, renovado cada 3 dias, hasta la visualizacion
del efecto citopatico (CPE). Se observé diariamente la monocapa Yy
aproximadamente 15 dias después de la cotransfeccion se observaron las placas

de lisis producidas por el RAd generado.

3.4.4 OBTENCION Y PURIFICACION DEL RAd-FTS

El in6culo de RAd-FTS inicial se amplificé infectando de 6-8 botellas grandes
(180 cm?) con monocapas de células 293 con una confluencia del 70-80%.
Cuando se observo el CPE en toda la monocapa, se recogié el medio con las
células que se encontraban flotando y se despegaron cuidadosamente las células
gue todavia permanecian adheridas a la base de las botellas por raspado. Las
células se centrifugaron a 1.000 rpm y el sedimento celular fue resuspendido en
un menor volumen. Las particulas virales fueron liberadas al medio mediante la
lisis de las células por congelamiento y descongelamiento repetido (3 veces) de
las mismas. Luego, se centrifugé a 1.000 rpm durante 10 minutos y se obtuvo un
sobrenadante (lisado crudo) conteniendo la progenie del RAd-FTS generado. Se

guardo a -70°C hasta su purificacion.
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La purificacion de las particulas virales se realizd mediante dos
ultracentrifugaciones sucesivas en gradiente de CsCl. Ambas ultracentrifugaciones
se llevaron a cabo en una ultracentrifuga Beckam Coulter modelo L7-65, con el
rotor SW-60Ti (Bekman Coulter, Palo Alto, CA, EEUU). La primera centrifugacion
se llevo a cabo en un gradiente discontinuo de CsCl, en tubos de policarbonato
estériles de 4,4 ml de capacidad. Se depositaron sucesivamente, desde el fondo,
las siguiente soluciones de CsCI: 0,2 ml de densidad 1,5 g/ml, 1,1 ml de densidad
1,35 g/ml y 1,35 ml de densidad 1,25 g/ml; a continuaciébn se colocé en la
superficie 2 ml de la suspensién de particulas virales y se centrifugd a 180.000 x g
durante 1 hora a 18°C. Al finalizar la ultracentrifugacién se pudo observar una
banda blanquecina correspondiente a las particulas virales a una densidad
aproximada de 1,35 g/ml (Fig. 13).

Antes Después
— N

= 2 ml de lisado viral

oy e .‘ b
“|=> 1,1 mlde CsCl & 1,25 g/ml — Lisado viral

=> 1,1 mlde CsCI o 1,35 g/ml
"/ = 0,2 mldeCsCld 1,5 g/ml _

Figura 13. Representaciéon del patron de las bandas que aparecen después
de la ultracentrifugacién en gradiente discontinuo de CsCI. A la izquierda se
observa en tubo cargado con las soluciones de distintas densidades de CsCl y el lisado
viral, previo a la ultracentrifugacion. A la derecha se observa el lugar donde se sitta la
banda de lisado viral semipurificada, después de la primera ultracentrifugacion.

Se recogié dicha banda y se la deposité (1 ml de la suspension de particulas
virales) sobre 3,4 ml de una solucién de CsCl de densidad 1,35 g/ml y se realizé
una segunda ultracentrifugd a 180.000 x g durante 18 horas a 18°C. Se recogio la
banda correspondiente a la suspension viral y se dializé durante 18 horas a 4°C
contra una solucion de buffer Tris-HCI 10 mM (pH 7,5), NaCl 135 mM, Cl,Mg 1
mM. A la preparacién del RAd-FTS purificado se le adicion6 10% de glicerol y se

conservo a -70°C hasta su titulacion y fraccionamiento.
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3.4.5 TITULACION DEL VECTOR ADENOVIRAL RECOMBINANTE

La titulacion del RAd-FTS fue realizada mediante el método de dilucién por
placas. Se sembraron placas con células 293 y cuando las monocapas alcanzaron
un 60% de confluencia se infectaron, por duplicado, con 200 ul de diluciones
crecientes (desde 1x10° hasta 1x10™®) en medio MEM 10% SFB de la
preparacion viral purificada. Como control negativo se utilizaron células sin
infectar. Luego de cuatro dias se les adiciono igual volumen de medio MEM 10%
SFB de esta manera las células se mantuvieron con MEM 5% SFB.
Aproximadamente una semana post-infeccién se observé el CPE y en la ultima
dilucion (con CPE) se contaron las placas de lisis. Se calcul6é el titulo viral
(Precious y Russell, 1985) a partir del nimero de las placas de lisis contadas y de
la dilucion donde se determinaron, obteniéndose el titulo como unidades

formadoras de placa/ml (pfu/ml).

3.5 PROTOCOLOS DE MANEJO DE ANIMALES Y TECNICAS
QUIRURGICAS

3.5.1 ANIMALES

En los experimentos in vivo del presente trabajo se emplearon:

1) ratas hembras de la cepa Sprague Dawley (SD) adultas (9 meses),
provenientes de la colonia de nuestro Instituto;

2) ratones C57BL/6 (C57) adultos se ambos sexos (2 meses), provenientes de
la colonia de nuestro Instituto;

3) ratones nude provenientes del bioterio de la Facultad de Veterinaria (UNLP) y
de la CONEA. Los apareamientos de ratones nude se realizaron entre
hembras heterocigotas (nu/+) con machos homocigotas recesivos (nu/nu).

Las ratas y los ratones C57 se mantuvieron en distintos bioterios, en cuartos

con temperatura controlada (22+2 °C), bajo un ciclo luz/oscuridad de 12/12 hs., y
con alimento y agua ad libitum.

Los ratones nude fueron mantenidos con comida y-irradiada (IONICS) y agua

estéril ad libitum, a 24+2 °C, y con ciclo luz/oscuridad de 12/12 hs.

-94 -



Los experimentos con animales se realizaron de acuerdo con la Animal Welfare
Guidelines de NIH. Certificacion de bienestar animal N° A5647-01 otorgada por los
National Institutes of Health al INIBIOLP.

3.5.2 TIMECTOMIA

En el presente trabajo de tesis se timectomizaron ratas SD y ratones C57.

3.5.2.1 Timectomia en ratas

Las ratas se anestesiaron con ketamina (40 mg/kg peso corporal, i.p.; Holliday-
Scott SA,, Beccar, Bs As, Argentina) y xilazina (8 mg/kg de peso corporal, i.m.;
Laboratorios Richmond, Divisibn Veterinaria S.A., Cérdoba, Argentina). Cada
animal fue recostado sobre su dorso de manera de exponer su lado ventral. Se
realiz6 una incision de 2-2,5 cm en la linea media desde la base del cuello hacia el
torax. Luego se separd el tejido conectivo entre las dos glandulas salivales
submandibulares, expuestas por la incision; este procedimiento expone el musculo
esternohioideo que se encuentra sobre la traquea, el cual también fue separado.
El térax se abri6, con una tijera de punta roma, en la linea media cortando los
musculos pectorales y el manubrio esternal hasta la tercera costilla. La longitud del
corte fué de 1-1,5 cm, permitiéndose de este modo la clara observacion de la parte
superior de la glandula timica (Fig. 14); si el corte es muy largo puede producirse

un neumotorax en la rata (Waynforth y Flecknell, 1992).

musculos

#~ pectorales lobulo

timico  tejido
conectivo

l}if{g;gff carotida

Figura 14. Esquema de algunos pasos de la timectomia. Se muestra el
posicionamiento de la rata, el lugar de la incisién, la localizaciéon del timo y los tejidos
circundantes. En la ampliacion de la region de la incision se muestra uno de los l6bulos

timicos y la manera en la que se debe cortar el tejido conectivo que lo sujeta. Modificado de
Waynforth y Flecknell, 1992.
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Los l6bulos timicos, mas o menos separados, se mantienen unidos por el tejido
conectivo circundante. Con un par de férceps semicurvos se sujeto el timo y se fue
separando muy cuidadosamente del tejido conectivo, tratando de extraer el timo
(movimiento hacia afuera-arriba) y empujando hacia adentro el conectivo. Se
utilizdé un hisopo para ayudar a realizar este procedimiento, sosteniendo
firmemente el timo y tratando de que la parte expuesta no se retraiga hacia la
cavidad toraxica. Inmediatamente después de la remocion del timo, los animales
frecuentemente mostraron signos de distrés respiratorio, apnea y, a veces,
neumotorax. Para prevenir o detener esto se unieron rapidamente ambos lados
del esterndn cortado y se suturaron los masculos pectorales para cerrar el térax.
Los animales se dejaron recuperar y se devolvieron a sus respectivas cajas. La

sobrevida fue de alrededor del 90%.

3.5.2.2 Timectomia en ratones

Los ratones se anestesiaron con avertina (2,2,2 triboromoethanol, 0,4 mg/g peso
I.p) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EEUU). Cada animal fue colocado en
posicion horizontal exponiendo su torso y se realiz6 una incision de 1-1,5 cm en la
linea media desde la base del cuello hacia el térax. De manera similar a la
explicada para la rata, se expuso el timo realizando un corte del esternén de 0,5
cm. Luego, se aspiré el timo con una pipeta pasteur ensanchada y conectada a
una bomba eléctrica de succién (SILFAB, Silvestrini Fabris SRL, Argentina) v,
rapidamente, se suturd la incisién. Los animales se recuperaron y se devolvieron a

sus respectivas cajas. La sobrevida fue de alrededor del 80%.

3.6 CARACTERIZACION DE LOS VECTORES DE EXPRESION NO
VIRALES

3.6.1 DETERMINACION DE LA FUNCIONALIDAD DE pcDNA-metFTS.

El pldsmido pcDNA-metFTS portador de la secuencia para metFTS fue
transfectado en dos lineas celulares que no producen timulina, la HEK293 y la
BHK. La transfeccion de estas células se realizé utilizando lipofectamina, como se
describié en 3.4.3. Como control negativo se transfectaron las mismas lineas

celulares con el plasmido vacio. Tras la transfeccion correspondiente se
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recogieron los sobrenadantes y las células. Las células fueron lisadas por
congelacion-descongelacion (3 ciclos), centrifugadas a 2.000 rpm durante 10 min y
se recogieron los sobrenadantes (lisados celulares). En los sobrenadantes y en los
lisados celulares obtenidos de ambas lineas celulares se determiné la actividad
biol6gica de timulina mediante un ELISA (ver 3.9.2.1) y por el bioensayo de
formacion de rosetas (ver 3.9.2.2).

Se caracterizaron los lisados de células 293 transfectadas con el pcDNA-
metFTS mediante dos experimentos:
1- In vivo: A ratones C57 timectomizados de 40 dias de edad (carecen de FTS
sérica) se los inyectd intraperitonealmente (i.p.) con 200 ul de lisados de células
293 transfectadas con el pcDNA-metFTS, con y sin adiciéon de ZnCl, (30 min.
antes de la inyeccion). Luego de 45 min post-inyeccion se determind la actividad
biol6gica de timulina en suero mediante el bioensayo de rosetas. Los animales
control recibieron i.p. lisados de células 293 transfectadas con el pcDNA3.1(+).
2- In vitro: Los lisados de células 293 transfectadas con el pcDNA-metFTS se
mezclaron con igual volumen (100 pl) de un anticuerpo de conejo anti-FTS o con
un anticuerpo de conejo anti-KLH, como control negativo. Se incubd la mezcla
durante 90 min. a 37°C. Luego de la inmunoneutralizacion se filtré la mezcla en
membrana Amicon (30 kDa cut-off; AMICON Inc, Massachusetts, EEUU) y se
determiné el contenido de FTS remanente mediante el bioensayo de rosetas. El
suero anti-FTS fue producido por inmunizacién de conejos con FTS sintético
acoplado a la Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH; Sigma Aldrich Corporation, St.
Louis, MO) utilizada como transportador. El anti-KLH, usado como un antisuero

irrelevante, fue producido por inmunizacion de conejos con KLH.

3.6.2 CARACTERIZACION DE pmetFTS-hMGFP.

El plasmido pmetFTS-hMGFP portador de la secuencia hibrida metFTS-hMGFP
fue transfectado en dos lineas celulares, la HEK 293 y la BHK, con el fin de
determinar el targeting de la correspondiente proteina de fusion. Para ello se
sembraron células, de las dos lineas, sobre cubreobjetos redondos de 12 mm de
diametro en placas de 12-pocillos. Cuando alcanzaron un 80-90% de confluencia
fueron transfectadas con lipofectamina. En el pmetFTS-hMGFP la hMGFP actla

como un marcador fluorescente para permitir la facil identificacién de la expresion
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de nuestra construccion. Después de 48 hs de la transfeccion se procedio a fijar
las células con paraformaldehido 4% durante 30 minutos, se lavaron 3 veces con
agua destilada y los cubreobjetos se montaron con Fluoromount G (Electron
Microscopy Sciences, Hatfield, PA). Se mantuvieron en la heladera hasta su
evaluacion, la cual consistio en la captura de imagenes por medio de una camara
digital DP70 (Olympus, Tokio, Japdn) anexada a un microscopio Olympus BX51

(Tokio, Japdn) y la observacion de la fluorescencia en las células transfectadas.

3.7 CARACTERIZACION IN VITRO E IN VIVO DEL RAd-FTS

3.7.1 EXPERIMENTOS IN VITRO

- Células 293 y BHK fueron sembradas en placas de 6-pocillos (con MEM 10%
SFB) vy, al dia siguiente, la monocapa fue incubada durante 48 hs. con 2,5x10°
pfu/pocillo del vector RAd-FTS o del RAd-Bgal (control negativo). Se obtuvieron y
caracterizaron los sobrenadantes y lisados de ambas lineas celulares; para ello se
determiné la actividad biolégica de timulina presente en los mismos mediante el

bioensayo de formacion de rosetas (ver 3.9.2.2).

- A fin de estimar si los elevados niveles de timulina recombinante producidos por
nuestro vector poseian efecto citotoxico sobre células en cultivo, se incubaron
células TEC con el RAd-FTS. Se procediéo a sembrar células rTEC y hTEC en
placas de 6-pocillos (2 ml de MEM 10% SFB) que contenian cubreobjetos
redondos esterilizados de 18 mm de didmetro. Al dia siguiente, la monocapa con
un 80% de confluencia fue transducida con el RAd-FTS (2,5x10* y 2,5x10°
pfu/pocillo); se utilizaron células intactas como control negativo. Dos dias después
se recogio el sobrenadante para determinar los niveles de timulina. Las células se
fijaron con formol al 10% durante 15 minutos, se lavaron y se procedi6 a la tincion
con DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole; Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri,
EEUU), un agente que al unirse con el ADN genera una intensa fluorescencia
azul. Para la tincion, se agregdé 1 ml de DAPI (100 ug/ml), se incubé en oscuridad
durante 15 min., se aspir0 la solucién de DAPI y se lavd la monocapa. De esta
manera se marcaron los nucleos de ambas lineas celulares. Finalmente, se

procedié al montaje con el medio acuoso Fluoromount G. Esta técnica permitio
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evaluar la morfologia y, de un modo aproximado, la viabilidad de las células
transducidas por el RAd-FTS.

3.7.2 EXPERIMENTOS IN VIVO

Se utilizaron ratones C57 adultos y ratas hembras SD timectomizados, como se
describié en 3.5.2. Los animales fueron usados al menos 10 dias después de la
TX para asegurar la ausencia de timulina circulante. Luego de la TX, tanto las
ratas como los ratones fueron inyectados con RAd-FTS o con RAd-Bgal (vector
control que expresa 3-galactosidasa).

Los ratones C57 TX recibieron una Unica inyeccién intramuscular (im.) bilateral
de 5x10’ pfu/animal (50 pl en cada muslo trasero) de los RAds, segun el grupo de
animales: los experimentales con RAd-FTS (N=30) y los controles con RAd-Bgal
(N=30). Luego, para determinar los niveles séricos de timulina se les extrajo
sangre del plexo vascular ocular retroorbital a los dias post-inyeccion: 3, 7, 14, 21,
35, 49, 63, 77, 91 y 110. Al mismo animal se le extrajo sangre 2 0 3 veces durante
el experimento, alternando los ojos y con 30 dias entre extracciones. Se observo
el comportamiento y el estado de salud general de los animales. El experimento
finalizo el dia 110 post-inyeccion de los RAdSs.

Las ratas hembras TX recibieron una Unica inyeccién i.m. bilateral de 1x10°
pfu/animal (100 uyl en cada muslo trasero) de los RAds segun el grupo de
animales: RAd-FTS (N=10) y RAd-Bgal (N=10). Luego, se les extrajo sangre de la
vena caudal cada 10 dias para determinar los niveles séricos de timulina. Los
animales se mantuvieron hasta que los niveles de timulina detectados comenzaron
a decaer, momento en el cual fueron sacrificados. Durante el experimento se
monitore6é el comportamiento de los animales, su estado de salud general y su

peso corporal.

3.8 TERAPIA GENICA NEONATAL CON TIMULINA

3.8.1 PROTOCOLO EXPERIMENTAL
Se realizaron dos experimentos en los cuales se utilizaron ratones hembras
nude nacidas de padres homocigotas (nu/nu) y de madres heterocigotas (nu/+).

Para el primer experimento los progenitores se adquirieron en el bioterio de la Fac.
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de Veterinaria de la UNLP y para el segundo se compraron en el bioterio de la
CONEA.

En el primer experimento (EXP-1), en el dia postnatal 1 o 2 cada raton (nu/nu y
nu/+) recibié una Gnica inyeccién bilateral i.m. de 1x10° pfu de RAd-FTS (N=32) o
RAd-(GFP/TK)qs (vector control, N=32) en 10 ul de vehiculo, en el musculo de
cada pata trasera. En el dia postnatal 13, tres ratones de cada grupo fueron
sangrados para determinar la timulina sérica. Cuando todas las hembras fueron
post-puberales, al dia 50-51 (adultos jévenes), se procedi6 a la extraccion de
sangre del plexo retroorbital y a su sacrificio por dislocacion cervical. Se
determinaron los niveles séricos de timulina y de gonadotrofinas, y el peso de los

animales (Fig. 15).

Inyeccion im. de
RAd-FTS o RAd-GFP/TK

HTlmuIma
. . Timulina
EXP-1— ' I]I LHy FSH
1-2 13 51
' : : 71 : - Timulina
EXP 2 12 13 I A | 70 m Ez y P4

Analisis de cerebro,
hipdfisis, ovarios, utero y
dia de ap. vaginal

Dias post-natales

Figura 15. Protocolos de terapia génica neonatal para timulina en ratones
hembras nude. En ambos experimentos (EXP-1 y EXP-2) en el dia 1-2 de vida se
inyectaron 10® pfu de RAd-FTS o RAd-GFP/TK (vector control), en 10pl de
vehiculo. En el EXP-1 se sacrificaron los animales a los 50-51 dias de edad y en
el EXP-2 a los 70 dias de edad.

En el segundo experimento (EXP-2), se prosigui6 realizando el mismo protocolo
experimental de administracion de los RAds pero se sacrificaron los animales a los
70 dias de edad (hembras adultas) (N=50). Ademas, a partir del dia postnatal 22

se monitored el momento de la apertura vaginal, registrandose el dia en el que

- 100 -



ocurrié como el dia de comienzo de la fertilidad. En el dia del sacrificio todos los
animales fueron sangrados e inmediatamente algunos de ellos fueron sacrificados
por dislocacion cervical y otros por perfusion intracardiaca. Se recogieron para su
andlisis morfométrico: el cerebro, la hipdfisis, los ovarios y el Gtero. En el suero se

determinaron los niveles séricos de timulina, estrogeno y progesterona (Fig. 15).

3.8.2 PERFUSION INTRACARDIACA DE RATONES HEMBRAS DEL EXP-2

En el EXP-2 algunos animales se fijaron por perfusion intracardiaca. Durante la
perfusion la bomba peristaltica impulsa el fijador que ingresa a la circulacién del
animal por el ventriculo izquierdo, bafia los tejidos y emerge por la auricula
derecha.

Los animales se anestesiaron con éter y fueron colocados en una plataforma.
Se expuso la region toracica y la cavidad peritoneal para acceder al corazon.
Luego, se canuld (con aguja 27 % G) el ventriculo izquierdo efectudndose un
pequefio corte en la auricula derecha para permitir el drenaje del sistema vascular
al final del circuito (Fig. 16). Se perfundié a una velocidad de 3 ml/min con una
bomba peristaltica (Gilson modelo minipuls 2 MP312), primero pasando 80 ml de
solucién salina (NaCl 0,9%) heparinizada (0,86 Ul/ml), luego, otros 80 ml de salina

y, finalmente, 200 ml de solucidn fijadora (paraformaldehido al 4%).

Figura 16. Fotografias de la fijacion por perfusion intracardiaca. Se observa, en
detalle, el posicionamiento de un ratén heterocigota, la exposicion del corazén y la canulacion
del ventriculo izquierdo.

Subsecuentemente, los animales se decapitaron con una guillotina, el encéfalo

se diseco cuidadosamente (Fig. 17) y se dej6é en solucion fijadora durante toda la
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noche. Al dia siguiente los cerebros se transfiieron a una solucién
criopreservadora (sacarosa 30%, polivinilpirrolidona 1%, etilenglicol 30%, buffer
fosfato 1M 1%), se mantuvieron en ella durante un minimo de 24 hs a 4°C y luego
se guardaron a -20°C hasta el momento de su analisis.

Figura 17. Fotografia de dos cerebros de ratones nude. El cerebro de la izquierda no
esta perfundido. En el cerebro de la derecha, que se ha perfundido, puede apreciarse la
carencia de sangre, por el lavado, y al aspecto de firmeza del tejido, por la fijacion del mismo.

3.9 ENSAYOS HORMONALES

3.9.1 INMUNOENSAYOS.

En el EXP-1 de terapia génica neonatal en nude se midieron los niveles séricos
de LH y FSH por radioinmunoensayo (RIA) usando materiales provistos por el Dr.
A. F. Parlow, del Pituitary Hormones and Antisera Center, UCLA Med. Center,
U.S.A. Las concentraciones de LH y FSH se expresaron segun LH RP-2 de ratén y
FSH RP-2 de rata, respectivamente.

En el EXP-2 de terapia génica neonatal en nude se midieron los niveles séricos
de E, y P, por medio de RIAs comerciales especificos (Coat-A-Count, DPC,
Diagnostic Products Corporation, LA, California, EEUU).

3.9.2 DOSAJE DE TIMULINA

3.9.2.1 ELISA

La timulina inmunoreactiva (FTS y FTS-Zn) se determind por un ELISA
(Metreau y col., 1987), con algunas modificaciones. Brevemente, en placas de low-
binding de 96-pocillos se mezclaron 60 pl de muestra o de FTS sintético (estandar)
con 60 pl de anti-FTS (dilucion 1/2000, preparado por el Dr. JM Pléau, Hospital
Necker, Paris) y se incubo6 toda la noche a 4°C. La mezcla se transfirié a una placa

de ELISA de high-binding recubierta con 100 ng de FTS sintético por pocillo y se
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incub6 a 37°C durante 1 hora. Luego, se lavaron los pocillos con PBST (buffer
fosfato salino con 0.1% triton X-100).

La cantidad de anticuerpo anti-FTS unido a la fase sélida se determind por
colorimetria usando un kit ABC (Universal ABC elite® kit, Vector Laboratories Inc.;
Burlingame, CA, EEUU), empleando el sustrato de la peroxidasa ABTS para el
desarrollo del color. La sensibilidad de este método es de 300 pg FTS/ml.

3.9.2.2 Bioensayo paratimulina

El bioensayo se basa en la propiedad de la timulina de aumentar la capacidad
de la azatioprina para inhibir la formacion de rosetas (Fig. 18) de glébulos rojos de
carnero sobre esplenocitos de ratdn timectomizado (Dardenne y Bach, 1975). Por
lo tanto, a mayor cantidad de timulina activa presente en la muestra mayor
cantidad de diluciones seran necesarias para observar formacioén de rosetas. La
actividad inhibitoria de las muestras se compara con una curva estandar de
concentraciones conocidas de timulina sintética. Dicho método es el Unico con la
sensibilidad suficiente para detectar los niveles de timulina que existen en la
sangre, del orden de los fg/ml.

Este bioensayo se utiliz6 en el presente trabajo para medir los niveles de
timulina biolégicamente activa (FTS-Zn), expresados en fg/ml de muestra,

presentes en sueros y en lisados y sobrenadantes celulares.

Figura 18. Microfotografia de una roseta en la camara de Neubauer. La flecha
sefala una roseta formada por glébulos rojos de carnero sobre esplenocitos de
ratén TX. Obj X45.

Brevemente, la curva estandar de timulina se realiz6 con timulina sintética
(donada por el Dr. Peter Heinklein, Humboldt University, Berlin) con los siguientes

puntos: 10, 5, 2, 1, 0.5, 0.1 y 0.05 fg/ml. Trabajando en todo momento en frio se
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filtraron las muestras (sueros, sobrenadantes o lisados) a través de membranas de
30 kDa cut-off (YMT micropartition system, PMS-I Amicon Corporation, Denver,
EEUU), durante 10 min. a 3.000 rpm a 4°C. Luego, se realizaron diluciones
seriadas de las mismas; por ejemplo, si correspondian a sueros de animales TX o
nude se usaron las siguientes diluciones: 1/4, 1/8, 1/16, 1/32 y 1/64. Para animales
tratados (con RAd-FTS) se usaron las siguientes diluciones: 1/64, 1/128, 1/256,
1/512 y 1/1024. Cuando fue necesario se realizaron mas diluciones.

Procedimiento: Se obtienen esplenocitos de raton C57 TX mediante la

homogenizacion del bazo en frio. EI homogenato se diluye con RPMI-1640 a
aprox. 40x10° linf/ml. La concentracién de 10-20 pg/ml inhibe el 50% de la
formacion de rosetas en sueros de ratones TX.

Se cargan tubos de Kahn con 50 pl de cada dilucion de la muestra o curva
estandar, 50 pl azatioprina (20 pg/ml) y 50 pl del homogenato de linfocitos. Se
agitan los tubos horizontalmente y se incuban en estufa a 37°C durante 75 a 90
min. A esta mezcla se le adiciona 50 pl de glébulos rojos de carnero (solucién
estabilizada) y se centrifuga durante 5 min. a 1.200 rpm a 4°C. Se resuspende el
pellet en una rueda agitadora y se cargan cadmaras de Neubauer para contar las
rosetas formadas.

Una roseta esta constituida por un linfocito con por lo menos 3 eritrocitos
adheridos a él (Fig. 19). Cuando en toda la cAmara se cuentan de 1 a 3 rosetas se
considera inhibicién. Si se cuentan 5 o 6 rosetas, se considera ausencia de
inhibicion y la concentracion de timulina se toma como la ultima dilucion donde se

observa inhibicion.
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Figura 19. Esquema de las rosetas en sus distintas variedades (panel izquierdo) y

otras agrupaciones que no se consideran rosetas (panel derecho). Modificado de
Dardenne y Bach, 1975.
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3.10 PROCEDIMIENTOS HISTOLOGICOS Y MORFOMETRICOS

En el EXP-2 de terapia génica neonatal con timulina, el dia del sacrificio (71
dias de edad), el 60% de los animales se perfundié y se les extrajo el cerebro, los
ovarios y el utero.

Los cerebros se cortaron en su totalidad con un micrétomo Leitz 1320 (Wetzlar,
Alemania) de congelacion que utiliza nieve carbonica (CO,; -70 °C), recogiéndose
las secciones en una placa plastica de 6-pocillos en grupos de cortes no contiguos
en 0,01 M buffer fosfato salino (PBS). En este procedimiento se recogieron los
cortes coronales, de 30 um de espesor, de manera seriada en 4 pocillos. Las
secciones fueron procesadas para inmunofluorescencia de fibras y neuronas
GnRH. Se utilizé como anticuerpo primario un anticuerpo monoclonal, dilucién anti-
GnRH 1/3.000 (donado por el Dr. G. Zuccollili, Instituto de Anatomia, Facultad de
Ciencias Veterinarias, UNLP) y, como anticuerpo secundario, el Alexa 488 anti-Fc
de raton (Alexa Fluor®, Invitrogen, Oregon, EEUU) diluido 1/300 en PBST.
Finalmente, los cortes fueron rehidratados con agua destilada y montados con
Fluoromount G (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, EEUU). Las
secciones coronales montadas se observaron mediante un microscopio de alta
performance para microscopia de luz blanca y de fluorescencia (Olympus BX51,
Tokio, Japdn), y se realizaron conteos manuales de células nucleadas GnRH
positivas con un aumento de X40. Para dicho conteo el cerebro fue subdividido en
dos bloques, uno anterior que incluye el érgano vasculoso (0.v.), y otro posterior,
gue comienza después del o.v. En los grupos de animales tratados, se determind
el numero de neuronas totales GNnRH positivas estimadas multiplicando por 4 el
namero de neuronas contadas. Se determiné el porcentaje de neuronas
cuantificadas por bloque a partir del valor de neuronas totales estimadas.

Los ovarios y Uteros fueron incluidos en parafina y cortados con microtomo
obteniéndose secciones seriales que fueron tefiidas con hematoxilina-eosina. Se
determin6 el numero de foliculos primarios, secundarios, terciarios y atrésicos, y
de cuerpos luteos. En los Gteros se midio la altura del epitelio.

Las microfotografias de las secciones de cerebro, ovarios y Utero se obtuvieron

por medio de la camara digital DP70 anexada a un microscopio Olympus BX51.
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Las imagenes fueron analizadas por medio del programa Image Pro Plus, version
4.5 (Media Cybernetics Inc., MD, EEUU).

Las hipofisis se obtuvieron de los animales hembras que recibieron la terapia
génica neonatal con timulina y que fueron sacrificadas por decapitacién. Estas
hipofisis fueron rapidamente fijadas en liquido Bouin (85% v/v de solucién saturada
de &c. picrico, 10% v/v de Formol 40% y 5% v/v de &c. acético glaciar) durante 4
horas. Luego se dejaron en alcohol 70% hasta su procesamiento. Se las incluyo
en paraplast y se cortaron con un microtomo Reichert-Jung 2040 (R Jung Gmbh,
Heidelberger, Alemania). Se efectuaron cortes histoldgicos seriados de 4 um de
espesor en los diferentes niveles de la glandula pituitaria (ventral, medio y dorsal).
Las secciones fueron procesadas por inmunohistoquimica para gonadotrofinas; se
incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con anticuerpos primarios
contra LH y FSH (ratén, Dako, CA) a una dilucion 1/100. Luego, las secciones
fueron lavadas y tratadas durante 30 min con un sistema de reaccion EnVision
(Dako, CA, EEUU) usando como revelador la diaminobencidina (DAB). Se
determiné la densidad (DC) y el tamafio (TC) de las células gonadotropas. Para
ello se utilizé el sistema de andlisis de imagenes Imaging Technology y el software
Optimas 5.2 (Console y col., 1999).

3.11 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos en el presente trabajo se expresaron como la media + error
estandar de la media (SEM). Las comparaciones estadisticas entre grupos
experimentales se realizaron por el test-t de Student o por ANOVA seguido por el
test de Turkey cuando el ANOVA fue significativo. Se consideraron diferencias
significativas a valores de P<0,05 y marginalmente significativos a valores entre de
P>0,05 y P<0,15. Los simbolos que se utilizaron, son los siguientes: * (P<0,05), **
(P<0,01) y *** (P<0,001).
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4. RESULTADOS

4.1 DISENO, CONSTRUCCION Y CARACTERIZACION DE
VECTORES DE EXPRESION NO VIRALES PARA TIMULINA

4.1.1 VECTOR DE EXPRESION EUCARIOTA pcDNA-metFTS

4.1.1.1 Experimentos in vitro
4.1.1.1.1 Transfeccion de lineas celulares con el pcDNA-metFTS.

La secuencia sintética de ADN codificante para un analogo biolégicamente
activo de timulina (metFTS), fue disefiada, construida e insertada en el vector de
expresion eucariota pcDNA3.1(+), como se describié en M&M (ver 3.2.1). Luego,
células en cultivo, HEK293 y BHK, fueron transfectadas con dicho vector (Fig. 20)
para evaluar la funcionalidad del pldsmido construido y, al mismo tiempo, para
verificar si nuestro gen sintético expresaba un péptido con actividad biolégica de
timulina. Se obtuvieron niveles significativamente elevados de timulina bioactiva,
medida el bioensayo, y de timulina inmunoreactiva, medida un ELISA, tanto en los
sobrenadantes como en los lisados de dichas lineas celulares respecto de las
células transfectadas con el pcDNA3.1(+) (Fig. 21).

BamHI 5459  EcoRI 54
BGH pA

)

metFTS

PCMV

5000

pcDNA-metF'IJ%0
4000

- 5459 bps

Figura 20. Mapa del vector pcDNA-metFTS que expresa el gen sintético de la
timulina (metFTS). El clonado de la secuencia metFTS se realiz6 mediante la
digestion con las enzimas de restriccién (BamHI y EcoRl) en el MCS del plasmido
eucariota pcDNA3.1(+). PCMV, promotor del citomegalovirus; T7, promotor del fago T7
(sitio de priming); BGH pA, secuencia de poliadenilacién (sefial de polyA del gen de la GH
bovina).

-107 -



[ pcDNA3.1(+)
IpcDNA-mefFTS H EK293 Fekk

1e+6 - T - 1e+6
Kk
9e+5 - T L 9e+5
8e+5 - - 8e+5
—
*kk *kk =
8e+2 - b - - 8e+2 g
o))
? 6e+2 - Ge+2 &
— (]
g de+2 - de+2 =
S ‘5
g 2e+2 - - 2e+2 8
5 0,160,03 0,1440,03 ND ND S
[+ *kk c
S BHK T 2
< 7000 L 7000 &
© =
£ Kk ]
S 6000 - T L 6000 .=
£ >
= £
5000 - - 5000 j—
*kk
o
600 - HEx - 600
400 - 400
200 - L 200
0,28+0,05 0,19+0,04 ND ND
sobrenadantes lisados sobrenadantes lisados

Figura 21. Actividad de timulina bioactiva e inmunoreactiva presente en
células transfectadas con el pcDNA-metFTS o pcDNA3.1(+). Los niveles de
timulina en sobrenadantes y lisados de células HEK293 y BHK transfectadas con el
pcDNA-metFTS o pcDNA3.1(+) se midieron por el bioensayo de rosetas (panel
izquierdo) y por ELISA (panel derecho). El bioensayo detecta el FTS-Zn, mientras
que el ELISA detecta el FTS y el FTS-Zn. Las barras de error corresponden al
SEM; *** P<0,001 (pcDNA-metFTS vs. pcDNA3.1(+)); N=3 en todos los casos.

4.1.1.1.2 Inmunoneutralizacion in vitro de timulina con anticuerpo anti-FTS.
Este experimento se realizd para asegurar que la bioactividad de timulina
detectada en los lisados de células HEK293 transfectadas con el pcDNA-metFTS
(lisados 293+pcDNA-metFTS) provenia del producto de nuestro gen sintético y no
de algun artefacto experimental. Se observé una completa inmunoneutralizacion

de la actividad de timulina presente en estos lisados por el Ac. policlonal anti-FTS
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de conejo (Tabla 3). Como control negativo se utilizd6 un Ac. de conejo anti-KLH
(ver M&M, 3.6.1), que como se esperaba, no tuvo efecto neutralizante de la

actividad biologica de los lisados.

Tabla 3. Inmunoneutralizacién de la bioactividad de timulina presente en lisados
de células HEK293 transfectadas con el pcDNA-metFTS.

Incubacion de lisados Valor de timulina (fg/ml)
293+pcDNA-metFTS con: | previo a la incubacién | después de la incubacién

anti-FTS (N=3) 2.500" 2+1

anti-KLH (N=3) 2.500" 2.500

T El nivel de timulina bioactiva en lisados 293+pcDNA-metFTS fue medido por bioensayo v,
luego, diluido de manera tal de obtener una concentracion final de timulina de 2.500 (fg/ml).
Lisados con dicha concentracidn de timulina fueron los utilizados en la mezcla de incubacién
con el correspondiente anticuerpo.

4.1.1.2 Experimentos in vivo
4.1.1.2.1 Actividad bioldgica en el suero de ratones TX luego de la inyeccidon
de lisados de células 293 transfectados con pcDNA-metFTS.

Este experimento contribuyé a la caracterizacion de los lisados 293+pcDNA-
metFTS; el mismo se realizd para confirmar que la actividad de timulina presente
en dichos lisados se mantenia in vivo. Luego de la inyeccion i.p. de lisados
293+pcDNA-metFTS en ratones Tx se detectaron niveles significativamente
superiores (P<0,05) de timulina sérica respecto de las contrapartes que recibieron
lisados 293+pcDNA3.1(+). En relacion con los niveles basales de timulina sérica
de ratones jovenes intactos (80 + 16 fg/ml (N=3)), los valores de timulina
observados en los animales que recibieron lisados 293+pcDNA-metFTS fueron
suprafisioldgicos. Ademas, cuando se administr6 Cl,Zn (1,86 uM concentracion
final) junto con los lisados 293+pcDNA-metFTS la bioactividad de timulina medida
en el suero fue significativamene mayor (P<0,01) (Tabla 4).

Tabla 4. Timulina sérica en ratones TX luego de la inyeccién de lisados de
células HEK293 transfectadas con el pcDNA3.1(+) o el pcDNA-metFTS.

La timulina en suero se midié por bioensayo y se expresé como la media + SEM. N=3
en cada grupo ** P<0,01; * P<0,05.

Inyeccion de: Timulina sérica (fg/ml)
Lisado sin plasmido 2,6+0,6

Lisado pcDNA3.1(+) 26+0,6

Lisado pcDNA-metFTS 150 + 50*
Lisado pcDNA-metFTS + Cl,Zn 830 + 160**
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4.1.2 VECTOR DE EXPRESION EUCARIOTICO pmetFTS-hMGFP

4.1.2.1 Transfeccion de lineas celulares con el pmetFTS-hMGFP.

Con el objeto de determinar el targeting de metFTS, la secuencia sintética
metFTS (variante sin codones de terminacion) se insertd, como se detalla en M&M
(3.2.2), en el vector comercial phMGFP que expresa la proteina monster
fluorescente verde humanizada (hMGFP). De este proceso resultd el vector
pmetFTS-hMGFP (Fig. 22) el cual se emple6 para determinar el targeting de la
proteina de fusion metFTS-hMGFP.

PCMV

\ Xmal 1058

T EcoRV 1094

pmetFTS-hMGRR~ metFs~
4737 bps

N
4000

3000 hMGFP
4 2000
\

SV40

Figura 22. Mapa del vector pmetFTS-hMGFP que expresa el gen hibrido
metFTS-hMGFP. El clonado de la secuencia metFTS (carente de los dos codones
de terminacion) se realiz6 mediante la digestiébn con las enzimas de restriccion
(Xmal y EcoRV) en el MCS del plasmido phMGFP. PCMV, promotor del
citomagalovirus; T7, promotor del fago T7; SV40, secuencia de poliadenilacion.

La transfeccion de las lineas celulares HEK293 y BHK con pmetFTS-hMGFP
revelé una elevada fluorescencia en el citoplasma y una fluorescencia ain mas
intensa en el nucleo de las células transfectadas (Fig. 23) debida, probablemente,

al mayor grosor de los nucleos respecto del citoplasma circundante.
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Figura 23. Localizacion pancelular de metFTS-hMGFP. Microfotografias de
cultivos de células HEK293 (A y B) y BHK (C y D) transfectadas con el pmetFTS-
hMGFP, en contraste de fase (A y C) y con fluorescencia de la correspondiente
imagen en fase (B y D). Las células sefialadas (>) expresan la proteina de fusion.
Barra= 50 pym.

4.2 DISENO, CONSTRUCCION Y CARACTERIZACION DE UN
VECTOR ADENOVIRAL RECOMBINANTE QUE EXPRESA EL GEN
SINTETICO DE LA TIMULINA

4.2.1 OBTENCION DEL RAd-FTS

El primer paso en la construccion del vector adenoviral que expresara metFTS,
fue generar la tercera variante del oligo dc (Fig. 24) y clonarla en el vector
lanzadera (shuttle) pCD515. A la secuencia basica metFTS se le agrego en el
extremo 5’ el sitio del promotor de T7 para permitir la secuenciacion del plasmido

pDC515-metFTS. Este plasmido (Fig. 25) se cotransfectdé con el plasmido
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gendémico en células 293 obteniéndose el RAd-FTS (ver 3.3.2 para mayores
detalles), que fue subsecuentemente purificado en gradiente de CsClI (Fig. 26).
1 2
100 bp
70 bp
60 bp
50 bp

40 bp

30 bp

20 bp

Figura 24. Fragmento de ADN dc sintético que codifica para metFTS. El oligo
dc se obtuvo por annealing y se sembré en un gel de poliacrilamida al 20% (PAGE)
para su verificacion. En la calle 1 se observa el patrén de bandas del estandar de
ADN (100 bp); en la calle 2 se observa una banda de 66 bp que corresponde al
gen sintético metFTS.

BamHlo ., (T7)metFTS
}‘f'\ 57 pb
p PmCMV /. Ne, y PmCMV
J o Sa“ T7
= metFTS

pDC515-metFTS
4014 bp frt

Figura 25. Esquema de la construccién del pDC515-metFTS. El clonado de la
secuencia (T7)metFTS se realiz6 mediante su digestion con las enzimas de
restriccion (BamHI y Sall) en el MCS del plasmido shuttle pDC515 (A). De este
proceso resulta el plasmido pDC515-metFTS que expresa el gen sintético de la
timulina (B). PmCMV: promotor del citomagalovirus murino; SV40: sefial de
poliadenilacion; y: sefial de encapsidacion; ITR: repeticiones terminales invertidas; AE1,
E3: deleciones E1, E3; frt: sitios de reconocimiento de la FLP recombinasa.
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Figura 26. Fotografias de los gradientes de CsCl obtenidos en el proceso de
purificacion del RAd-FTS. A la izquierda se observa el gradiente discontinuo de
CsCl resultado de la primera ultracentrifugacién. En dicho gradiente, se localiza la
banda que corresponde al virus semipurificado en la densidad de 1,35g/ml. Por
encima de la banda de virus semipurificado se distingue una banda de menor
grosor y densidad que corresponde a cépsides vacias (Precious y Russell, 1985).
A la derecha se observa el gradiente isopicnico de CsCl (6=1,35g/ml) resultado de
la segunda ultracentrifugacion. En este gradiente, se destaca una gruesa banda
gue corresponde al virus en purificacion, dicha banda se recoge por pipeteo y se
dializa para completar el proceso de purificacion del RAd-FTS.

4.2.2 CARACTERIZACION IN VITRO E IN VIVO DEL RAd-FTS

4.2.2.1 Experimentos in vitro
4.2.2.1.1 Incubacidon de cultivos celulares con el RAd-FTS.

Con el fin de determinar si el RAd-FTS expresaba timulina recombinante
bioactiva se incubaron células HEK293 y BHK (que no producen timulina) con el
vector RAd-FTS o el RAd-Bgal (control negativo). Se detectaron niveles elevados
de timulina bioactiva en los sobrenadantes y lisados de dichas lineas celulares
transducidas con el RAd-FTS pero sélo trazas (probable fondo) en las células
incubadas con el vector control (Tabla 5).

Tabla 5. Niveles de timulina en células HEK293 y BHK transducidas con el RAd-
FTS. La actividad de timulina en los lisados y sobrenadantes se midi6é por bioensayo y
se expresa como la media £+ SEM. N=3 en cada grupo.

Cultivos celulares + vector
293 + RAd-FTS | BHK + RAd-FTS | 293/BHK + RAd-Bgal
Sobrenadantes 267 =53 133 £ 27 0,6 £0,02
Lisados 1.066 + 213 533 + 107 0,7 +0,02

Timulina (pg/ml)
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4.2.2.1.2 Incubacion de células TEC con el RAd-FTS.

Se incubaron células productoras de timulina, rTEC (células epiteliales timicas
de rata) y hTEC (células epiteliales timicas de feto humano), con 2,5x10™° y
2,5x10° pfu/pocillo del RAd-FTS. Dichos cultivos celulares se tifieron con DAPI
para evaluar la morfologia y estimar la viabilidad de las células transducidas por el
RAd-FTS, determinando de este modo si los elevados niveles de timulina
recombinante ejercian un efecto citotdxico detectable por este método. No se
observaron diferencias entre los cultivos que recibieron el RAd-FTS y las células
intactas (sin vector). Es decir, en la monocapa de ambas lineas celulares

transducidas con nuestro vector no se detecté un incremento de nucleos alterados

ni apoptéticos respecto a los controles (Fig. 27).

CONTROL RAd-FTS
C

Figura 27. Incubacion de cultivos de células TEC con el RAd-FTS.
Microfotografias de cultivos de células hTEC (Ay C) y rTEC (B y D) transducidas
con 2,5x10" pfu/pocillo del RAd-FTS (C y D) o células intactas (A y B). Se
observan nucleos celulares marcados con DAPI en los cultivos transducidos con el
vector similares a los marcados en los cultivos sin tratamiento. Objetivo X40.
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4.2.2.2 Experimentos in vivo

4.2.2.2.1 Terapia Génica con Timulina en Ratones TX: Expresion prolongada
de los niveles séricos de Timulina. Con el propoésito de caracterizar la expresion
in vivo de nuestro RAd-FTS, el mismo se administré a ratones C57BL/6 adultos
timectomizados (que poseen niveles de timulina no-detectables). En este
experimento se observé que los animales inyectados i.m. con el RAd-FTS poseian
niveles suprafisiolégicos de timulina, a partir del dia 15 post-injeccién, que se
mantuvieron al menos 110 dias (Fig 28). Los animales TX inyectados con el RAd-

Bgal no mostraron niveles de timulina sérica detectables.

—0—RAd-FTS
—0—RAd-Rgal
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Figura 28. Expresion de timulina sérica en ratones TX inyectados con el RAd-
FTS. Los animales recibieron una tnica inyeccion i.m. de 5x10% pfu de RAd-FTS
(circulos rosas) o de RAd-Bgal (circulos grises). Inset: Amplificacién del grafico
entre los dias 0 a 21; la linea de puntos (azul) representa los niveles de timulina en
ratones intactos. Los datos se expresan como la media + SEM (N=4), el N utilizado
en todo el experimento fue de 60.

4.2.2.2.2 Terapia Génica con Timulina en Ratas TX: Restauracion a largo
plazo de los niveles de Timulina sérica. Con el fin de caracterizar la duracion de
la expresion in vivo de nuestro RAd-FTS, el mismo se administro a ratas adultas (9

meses) timectomizadas. Los animales TX que fueron inyectados i.m. con el RAd-
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FTS mostraron niveles suprafisioldégicos de timulina durante aproximadamente 400
dias (Fig 29). Los animales TX inyectados con el RAd-Bgal no mostraron niveles

de timulina sérica detectables.
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Figura 29. Expresion de timulina sérica en ratas TX inyectadas con el RAd-FTS.
Se dosaron los niveles de timulina circulante en ratas intactas (circulos grises claros) y
en las ratas que recibieron una dnica inyeccion i.m. de 1x10° pfu de RAd-FTS (circulos
rosas) o de RAd-Bgal (circulos grises oscuros). La flecha roja (dia -20) sefiala el dia
de la timectomia. La flecha azul (dia 0) sefiala el dia de la administracion de los RAdSs.
Los datos se expresan como la media £ SEM (N=10).

Con el propoésito de evaluar su estado de salud durante el experimento, los
animales fueron monitoreados periddicamente observandose su peso corporal, su
comportamiento y su ciclo estral. Las ratas hembras expuestas a elevados niveles
circulantes de timulina mostraron un peso corporal comparable al de sus
contrapartes inyectadas con RAd-Bgal y al de los animales intactos; a modo de
representacion de la similitud de los pesos tomados durante todo el experimento
se graficaron los datos del dia del sacrificio (Fig 30). No se observd ninguna
alteracion evidente en el comportamiento de los animales inyectados con el RAd-
FTS respecto de los animales controles. Con relacion a la ciclicidad, los tres

grupos de animales utilizados se encontraban mayoritariamente en estro; esto
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sugiere que el tratamiento no afecto el ciclo, ya que las ratas intactas tienden con
la edad a entrar en un estro constante. Respecto a las ratas TX inyectadas con el
RAd-FTS, se observd que el porcentaje de tiempo que pasaron en los diferentes
estadios estrales fue similar al de las ratas intactas (Fig 31).

250 I

200
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Peso corporal (gr.)

50

Intactas RAd-Bgal RAd-FTS

Figura 30. Peso corporal de ratas TX inyectadas con el RAd-FTS en el dia del
sacrificio. Se pesaron las ratas intactas (barra gris claro) y las ratas que recibieron
una Unica inyeccion i.m. de 1x10° pfu de RAd-pgal (barra gris oscuro) o de RAd-
FTS (barra rosa). Los datos se expresan como la media £ SEM (N=10).
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Figura 31. Porcentajes de tiempo que las ratas TX inyectadas con el RAd-FTS
y las ratas controles pasaron en diferentes estadios estrales. Se tomé el
extendido vaginal en 44 dias y, para obtener las relaciones porcentuales, se

dividieron en proestro-estro (rojo), diestro 1 y 2 (amarillo) y los anémalos-
indefinidos (azul).
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4.3 TERAPIA GENICA NEONATAL CON TIMULINA (TGNT)

4.3.1 EFECTO RESTAURATIVO DE LA ADMINISTRACION DE RAd-FTS
SOBRE LA TIMULINA SERICA DE LOS RATONES NUDE.

Una Unica inyeccion im. de 1x10° pfu de RAd-FTS incrementd
significativamente los niveles circulantes de timulina biolégicamente activa, tanto
en los ratones heterocigotas como en los homocigotas nude testeados a los 51-52
dias de edad en el EXP-1y a los 71 dias de edad en el EXP-2. Este efecto no se
observé cuando se inyectd el RAd-(GFP/TK)ws (vector control). En ambos
experimentos, a los 13 dias de edad los ratones nu/nu tratados con el RAd-FTS
alcanzaron niveles de timulina sérica comparables a aquellos de la contraparte

nu/+ controles (Fig. 32).

4.3.2 LA TERAPIA GENICA CON TIMULINA NEONATAL PREVIENE EL
DEFICIT DE LH Y FSH EN NUDE ADULTOS.

Una unica inyeccion neonatal i.m. de RAd-FTS previno significativamente el
desarrollo de hipogonadotropinemia en nude postpuberales e indujo niveles
séricos suprafisiologicos de LH y FSH. Ninguno de estos efectos se observaron
cuando se inyectd el RAd-(GFP/TK)zs (Fig. 33).

4.3.3 EFECTO DE TGNT SOBRE EL PESO CORPORAL DE LOS RATONES
NUDE.

Como era de esperarse, los ratones atimicos presentaron un peso corporal
significativamente inferior al de sus contrapartes heterocigotas, tanto a los 13 dias
como al momento del sacrificio. La inyeccidon neonatal i.m. del RAd-FTS produjo
un leve aumento (no significativo) en el peso de los ratones nude de 51 dias
respecto de los nude inyectados con el RAd-(GFP/TK)qs (Fig. 34), mientras que a
los 13 dias no se observé ninguna modificacion en el peso corporal de los
animales tratados con el RAd-FTS respecto de los tratados con el RAd-
(GFP/TK)tus.
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Figura 32. Efecto de la terapia génica neonatal con timulina sobre los niveles
séricos de timulina en ratones heterocigotas y homocigotas nude. En ambos
experimentos, los vectores adenovirales fueron inyectados im. en el dia del
nacimiento o un dia después (flecha). Se determinaron los niveles de timulina sérica
en el dia 13 de edad y en el momento del sacrificio, el dia 51-52 de edad en el EXP-1
(A) y el dia 71 de edad en el EXP-2 (B). Los valores de timulina sérica (fg/ml) se
expresaron como la media + SEM (EXP-1: N=64; EXP-2: N=32). Los asteriscos
representan las diferencias significativas entre los ratones heterocigotas inyectados
con el RAd-FTS respecto de los que recibieron el RAd-(GFP/TK)qs, ¥ la misma

comparacion para los homocigotas nude. Los datos se expresan como la media + SEM.
** P<0,01; * P<0,05.
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Figura 33. Efecto de la terapia génica neonatal con timulina sobre los niveles
séricos de LH y FSH en ratones nude. Los asteriscos representan las diferencias
significativas entre los ratones heterocigotas inyectados con el RAd-FTS respecto de
los que recibieron el RAd-(GFP/TK)s, ¥ la misma comparacion se efectia para los
homocigotas nude. Los datos se expresan como la media + SEM. ** P<0,01; * P<0,05.
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Figura 34. Efecto de la terapia génica neonatal con timulina sobre el peso
corporal de ratones heterocigotas y homocigotas nude. Los asteriscos
representan las diferencias significativas entre los ratones heterocigotas inyectados
con el RAd-FTS respecto de los que recibieron el RAd-(GFP/TK)qs, ¥ la misma

comparacion para los homocigotas nude. Los datos se expresan como la media + SEM.
*¥** P<0,001; ** P<0,01.
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4.3.4 EFECTO DE LA TGNT SOBRE LAS NEURONAS GnRH.

El nimero de neuronas GnRH cuantificadas fue marginalmente menor (P=0,14)
en los ratones nude respecto de los heterocigotas controles. La TGNT en ratones
nude indujo un incremento marginalmente significativo (P=0,07) del nimero de
neuronas GnRH estimadas (Fig. 35, A). Con el propésito de observar la
distribucion espacial de las neuronas GnRH el cerebro se dividié en dos bloques,
uno anterior que llegaba hasta el 6rgano vasculoso (0.v.) inclusive y uno posterior
que comenzaba después del o.v. En el porcentaje de neuronas cuantificadas por
blogue, se observé un ligero desplazamiento hacia el bloque anterior en los
ratones nude, experimentales y controles, respecto de los hetocigotas controles
(Fig. 35, B). La inmunofluorescencia para GnRH revelé cuerpos neuronales de
localizacion anterior y fibras de las neuronas GnRH transcurriendo principalmente
a través de la eminencia media del hipotdlamo medio basal (Fig. 36). Pudo
observarse la inmunomarcacion de las varicosidades caracteristicas de las fibras

de las neuronas GnRH.
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Figura 35. Numero de neuronas totales GnRH estimadas en ratones
heterocigotas y homocigotas que recibieron TGNT. Cuantificacion de las
neuronas GnRH de los ratones de 71 dias de edad inyectados con RAd-
(GFP/TK)s (barras negras) o con RAd-FTS (barra rosa) (A). Porcentaje de
neuronas contadas en el bloque anterior (B), que llega hasta el érgano vasculoso
(0.v.) inclusive. Los datos se expresan como la media + SEM (N=4).
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Figura 36. Fotografias de las neuronas GnRH de ratones heterocigotas y
homocigotas nude. Inmunofluorescencia de neuronas GnRH (panel izquierdo) y
sus fibras (panel derecho) en el cerebro de ratones heterocigotas y homocigotas
nude controles y en homaocigotas tratados con el RAd-FTS. Objetivo X20.

Inset: Varicosidades de una fibra GnRH inmunoreactiva.




435 EFECTO DE LA TGNT SOBRE LA MORFOLOGIA DE LAS
POBLACIONES GONADOTROPAS HIPOFISARIAS.

Se analizaron las poblaciones foliculotropas (FSH) y luteotropas (LH) de la pars

distalis de los ratones del EXP-2 (Fig. 37).
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Figura 37. Micrografias de las adenohipofisis de ratones heterocigotas y
homocigotas que recibieron TGNT. Inmunomarcacion de las poblaciones de
células FSH (panel izquierdo) y LH (panel derecho) en pituitarias de ratones

hembras nude y heterocigotas.
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El andlisis histométrico mostré una significativa disminucion de la densidad
de células (DC) FSH y LH en los ratones nude respecto de los heterocigotas
controles. En los animales que recibieron la TGNT la morfometria reveldé un
aumento significativo en la DC y en el tamafio de las células FSH y LH respecto de
los animales inyectados con el vector control (Fig. 38).
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Figura 38. Cambios morfolégicos de la poblacion gonadotropa de pars
distalis de ratones sometidos a TGNT. El analisis histométrico consistio en
determinar el tamafio (panel superior) y la densidad (panel inferior) celular de las
poblaciones de células LH (panel izquierdo) y FSH (panel derecho)
inmunomarcadas, en pituitarias de ratones hembras nude y heterocigotas (N=5 en
todos los grupos). Significacion estadistica respecto de hembras nu/nu inyectadas
con RAd-(GFP/TK)ys: ** P<0,01; *P<0,05.
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4.3.6 EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE RAd-FTS EN LOS NIVELES
SERICOS DE ESTROGENO Y PROGESTERONA DE LOS RATONES NUDE.

Como se esperaba, los niveles de estrégeno (E,) circulante de los nude se
encontraron significativamente disminuidos respecto a los niveles de sus
contrapartes heterocigotas. La terapia génica neonatal con timulina parece
prevenir parcialmente el déficit de E, de las hembras nude de 71 dias de edad.
Los niveles séricos de progesterona (P4) no se encontraron significativamente
modificados, aunque se observd una tendencia a aumentar en los animales
inyectados con el RAd-FTS (Fig. 39).

p 4 B RAd-(GFPTK)fus
I RAd-FTS

ng/ml

hu/+ nhu/nu hu/+ nhu/nu

Figura 39. Niveles de estr6geno y progesterona séricos en ratones hembras
nude y heterocigotas. Se dosaron por RIA los niveles circulantes de estrégeno
(E») y progesterona (P4) en ratones hembras sometidos neonatalmente a terapia
génica con timulina (barras rosas) o GFP/TK; (barras negras). Los datos se
expresan como la media + SEM (E, N=11; P, N=6). Significacion estadistica
respecto de hembras homocigotas (nu/nu) inyectadas con RAd-(GFP/TK)s
(control): ** P<0,01; *P<0,05.

4.3.7 EFECTO DE LA TERAPIA GENICA CON TIMULINA NEONATAL SOBRE
EL INICIO DE LA MADUREZ SEXUAL EN RATONES HEMBRAS NUDE.

En todos los animales se monitored diariamente a partir de los 22 dias de edad
la apertura vaginal para determinar el inicio de la fertilidad. Como se esperaba, la
edad de apertura vaginal estuvo significativamente retrasada en los ratones nude

controles respecto a los herterocigotas controles. Una Unica inyecciéon neonatal
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i.m. de RAd-FTS pero no de RAd-(GFP/TK)s, redujo significativamente el retraso

en el dia de apertura vaginal en ratones hembras nude (Fig. 40).
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Figura 40. Dia de apertura vaginal en ratones heterocigotas y homocigotas
gue recibieron la terapia génica neonatal con timulina. Se monitorearon los
animales inyectados con el RAd-FTS (barras rosas) o el RAd-(GFP/TK)ys (barras
negras), a partir del dia 22 de edad. Los datos se expresan como la media + SEM.
Los N se indican entre paréntesis para cada caso. Significacion estadistica
respecto de hembras nu/nu inyectadas con el vector control: *** P<0,001; *P<0,05.

4.3.8 CAMBIOS EN LA MORFOLOGIA OVARICA DE LOS RATONES NUDE
SOMETIDOS A TGNT.

Como se preveia, los ovarios de los ratones nude controles carecian de
foliculos antrales y maduros, poseyendo escasa cantidad de cuerpos luteos. En
estos ovarios la mayoria de los foliculos presentaron distintos grados de atresia.
Los ratones heterocigotas presentaron ovarios con foliculos y cuerpos lateos
normales. Las hembras nude sometidas a TGNT presentaron gdénadas con
caracteristicas intermedias, encontrandose algunos foliculos con antro y cuerpos
liteos normales, pero en menor namero que en los heterocigotas (Fig. 41).

Se efectué asimismo un analisis cuantitativo de estas observaciones. Este
andlisis revel6 que, respecto de las heterocigotas controles, las hembras nude
presentaban una significativa disminucion en el nimero de foliculos secundarios
(P=0,06), terciarios (P<0,05) y de cuerpos lateos (P<0,001), asi como un
significativo aumento en el nimero de los foliculos atrésicos (P<0,01). La TGNT
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previno significativamente la aparicion de estas alteraciones; en el numero de
foliculos terciarios la prevencion fue marginalmente significativa (P=0,08) (Fig. 42).

Del total de foliculos cuantificados en los grupos de animales del EXP-2 se
determind la relacién entre los foliculos en desarrollo (primarios, secundarios y
terciarios), los cuerpos luteos (CL) y los foliculos atrésicos; para ello se tomaron
los valores de las medias de cada cuantificacion. Los ratones hembras nude
control presentaron una disminucion de aproximadamente 35% en el total de los
foliculos cuantificados (en desarrollo + atrésicos + CL). Ademas de presentar
menor numero de estructuras, estos animales mostraron un 41,8% de foliculos
atrésicos y un 1,3% de CL, mientras que los animales heterocigotas controles
mostraron un 17,3% de atresia y un 18,2% de CL. La terapia génica neonatal con
timulina no solo aumento el nimero total de foliculos sino que restaurd la relacion

entre los mismos al disminuir la atresia y aumentar el nimero de CL (Fig. 43).

Figura 41. Microfotografias de ovarios de ratones heterocigotas y homocigotas que
recibieron la terapia génica neonatal con timulina. Se tifieron con hematoxilina-eosina
los ovarios de ratones hembras heterocigotas (A y B) y nude (C y D) inyectados con RAd-
(GFP/TK)qs (A'y C) o con el RAd-FTS (B y D). Objetivo X10.
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Figura 42. Morfometria de ovarios de ratones heterocigotas y nude sometidos
neonatalmente a terapia génica con timulina. Se determiné el numero de
foliculos en distintos estadios y de cuerpos liteos en los animales inyectados con
el RAd-FTS (barras rosas) o el RAd-(GFP/TK)gs (barras negras). Los datos se
expresan como la media £ SEM (N=8 en nu/nu RAd-FTS, el resto N=6).
Significacion estadistica referida a las hembras nude controles: *** P<0,001; **
P<0,01; *P<0,05.

-128 -



16 1

-
N

Foliculos
o0

64,5% 57,3%

10,0%

57,0% 77,2%

[ Fol. en desarrollo
I Cuerpos liteos
I Fol. atrésicos

RAd-GFP RAd-FTS RAd-GFP RAd-FTS

nu/+

Figura 43. Relacion entre los féliculos ovéricos cuantificados. De la sumatoria
de foliculos (media) en distintos estadios se analizé la relacion y la contribucion
porcentual de cada tipo de estructuras. Para establecer las relaciones se dividieron
los foliculos en tres categorias: 1) la suma de los foliculos en desarrollo (primarios,
secundarios y terciarios) (porcion rosa pélido), 2) los cuerpos lateos (porcién rosa),

nu/nu

y 3) los foliculos atrésicos (porcion negra).

4.3.9 EFECTO DE LA TERAPIA GENICA NEONATAL PARA TIMULINA SOBRE

LA ALTURA DEL EPITELIO UTERINO.

Se midio la altura del epitelio uterino (um) en los cuatro grupos de animales
debido a que este parametro es otro indicador del status reproductivo en hembras.
Se observo una parcial disminucion en la altura del epitelio uterino en los ratones
nude control respecto a sus contrapartes heterocigotas, mientras que en los

animales nude que recibieron el RAd-FTS se observo un aumento marginalmente

significativo (p=0,09) de la altura del epitelio uterino (Fig. 44 y 45).
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Figura 44. Microfotografias de la pared uterina de ratones heterocigotas y
homocigotas que recibieron la terapia génica neonatal con timulina. Las
secciones de Utero se tifieron con hematoxilina-eosina. Objetivo X40.
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Figura 45. Altura del epitelio uterino de ratones nude sometidos ala TGNT. Se
determind la altura del epitelio uterino (um) en los ratones que recibieron la

inyeccion del RAd-FTS (barras rosas) o el RAd-(GFP/TK)s (barras negras). Los
datos se expresan como la media £+ SEM. Los N se indican entre paréntesis para cada
caso.
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5. DISCUSION

En el presente trabajo se demostro la factibilidad de la construccion de un gen
sintético para un analogo biolégicamente activo de timulina, metionina-FTS
(metFTS). Se decidio realizar esta construccion dado que el gen de la timulina adn
no se ha clonado y con el objetivo de implementar terapia génica para timulina.

En numerosos estudios se sintetizaron analogos del nonapéptido timulina,
modificando minimamente su secuencia nativa, y se determinaron los aminoacidos
criticos para la conservacion de la actividad biologica (Pléau y col., 1979; Auger y
col., 1987). La sustitucion del primer aminoacido y la adicion de aminoacidos en el
extremo N-terminal produjo analogos con actividad biologica idéntica a la de la
timulina; tal es el caso del dodecapéptido sintético Val-Lys-Arg-(N)-FTS (Pléau y
col.,, 1979; Gastinel y col., 1982; Wan y col., 1979; Imaizumi y col., 1981).
Consecuentemente, era de esperarse que el producto de nuestro gen sintético,
metFTS, poseyera actividad biolégica de timulina nativa.

En un estudio previo se construyé un gen sintético que codificaba para una
proteina quimérica que consistia en la FTS fusionada al C-terminal de la B-
galactosidasa de E. coli, el cual se expresé exitosamente en bacterias (Calenda y
col., 1988). En los estudios realizados en la presente tesis se demostrd, a partir de
la caracterizacion de los sobrenadantes y lisados de células transfectadas con el
vector de expresion eucariota pcDNA-metFTS, que nuestro gen sintético expresa
eficientemente el analogo metFTS y que el mismo posee actividad biologica de
timulina.

Con la finalidad de confirmar que la bioactividad de timulina presente en los
lisados de las células transfectadas con el vector de expresion eucariota pcDNA-
metFTS no era un artefacto in vitro, dichos lisados se inyectaron i.p. en ratones TX
(cuya timulina sérica es no detectable) obteniéndose niveles significativos de
timulina en el suero. En contraste, la inyeccién de lisados de células transfectadas
con el pcDNA3.1 no indujo timulina detectable. Adicionalmente, los lisados pcDNA-
metFTS se incubaron con un anticuerpo anti-FTS demostrandose la completa
inmunoneutralizacion de la actividad de timulina presente en ellos, lo cual indica
que el origen de la actividad biologica detectada es el péptido recombinante y no

otro componente presente en los lisados.
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En estudios in vitro, en los que se utlizd inmunofluorescencia,
inmunocitoquimica e inmunoelectromicroscopia, pudo confirmarse la localizacion
citoplasmatica de la timulina en las TEC (Schmitt y col., 1980). En el timo del raton,
la timulina es detectada, por inmunohistoquimica, en pequefias vesiculas
citoplasmaticas presentes en las células reticuloepiteliales (Auger y col., 1984). La
localizacion pancelular de la proteina de fusion metFTS-hMGFP generada en el
presente estudio sugiere que el péptido metFTS es capaz de difundir libremente
hacia el interior del compartimiento nuclear.

El vector adenoviral recombinante, RAd-FTS, construido en el presente trabajo,
mostro ser efectivo induciendo niveles intracelulares extremadamente elevados de
timulina recombinante en cultivo de células. En ninguna de las lineas celulares
transducidas con el RAd-FTS se observaron signos evidentes de citotoxicidad. El
método que empleamos para realizar dicha observacion nos permite detectar un
efecto citotoxico moderado o alto, pero no uno leve. Por tal razon esta
determinacion fue complementada con estudios in vivo en los cuales el RAd-FTS
fue inyectado en ratones y ratas, los que subsiguientemente mostraron una
marcada y prolongada sobrexpresion de timulina recombinante sin manifestar
pérdida de peso ni signos generales de toxicidad, monitoreados mediante la
observaciéon del comportamiento y el ciclo estral de los animales. Este conjunto de
resultados in vivo e in vitro coincide con los estudios toxicoldgicos realizados en
varias especies y en estudios clinicos en los cuales la administracion de dosis
farmacolégicas de timulina sintética no tuvo efectos téxicos ni siquiera en
tratamientos prolongados (Bach y col., 1984).

Se ha postulado al musculo esquelético como el sitio 6ptimo para la
transferencia de genes debido a que este tejido es de facil accesibilidad, esta
ricamente irrigado por vasos sanguineos y es capaz de expresar prolongada y
sostenidamente niveles terapéuticos de proteinas recombinantes en huéspedes
inmunocompetentes (Maione y col.,, 2001). En linea con esta evidencia, los
experimentos in vivo con el RAd-FTS indican que el musculo es un lugar efectivo
para inyectar nuestro vector adenoviral y generar asi una fuente ectdpica de
timulina recombinante.

No era de esperarse que el gen sintético para metFTS se expresara por

periodos tan prolongados, mas de 110 dias en los ratones TX y de 400 dias en las
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ratas TX inyectados con el RAd-FTS. Normalmente la expresion de transgenes a
partir de vectores adenovirales de primera generacion es menos prolongada
debido a la respuesta inmune que desencadenan, que es la misma que la de un
adenovirus salvaje (Bangari y Mittal, 2006). La capacidad del RAd-FTS para
producir una expresion a largo plazo in vivo fue también observada en otros
estudios realizados en nuestro laboratorio, en los cuales la inyeccién en el cerebro
de ratas inmunocompetentes produjo una expresion mas prolongada de metFTS
que la de los genes reporteros, GFP/TK y B-galactosidasa, inducida por la
inyeccion de RAd-(GFP/TK)zs Y RAd-Bgal, respectivamente (Morel y col., 2006).

Se ha documentado que niveles elevados de timulina inducen una atenuacion
de la respuesta inflamatoria celular por la inhibicion local de la sintesis de
citoquinas proinflamatorias (TNF-a,, NGF, IL-18, IL-6), quimoquinas (Bach, 1983;
Safieh-Garabedian y col, 1998; Kanaan y col., 2002; Henriques-Coelho y col.,
2008) y por supresion de la fosforilacion de p38 (Henriques-Coelho y col., 2008);
inducen ademas una disminucién en el nimero de NK (Dokhelar y col., 1983),
linfocitos y neutrofilos (Yara y col., 2001). Teniendo en cuenta los elevados niveles
de timulina que se producen en las células transducidas por el RAd-FTS,
hipotetizamos que la expresion a largo plazo de metFTS in vivo puede deberse a
la actividad antiinflamatoria de la timulina previamente descripta. Es decir, dicho
péptido podria atenuar o prevenir la respuesta inmune de los animales hacia las
células transducidas con el RAd-FTS e incluso, al menos potencialmente, con
otros RAds. Esta caracteristica intrinseca de la timulina hace del RAd-FTS una
herramienta prometedora para la implementacion de terapia génica en procesos
infllamatorios cerebrales y pulmonares, entre otros.

En el modelo del raton nude se cuenta con una ventaja adicional que es que,
debido a su inmunodeficiencia, estos animales no son capaces de montar una
reaccion inmune destructiva contra las células transducidas con el vector
adenoviral, asegurandonos asi una expresion de largo plazo de la timulina.
Efectivamente, una Unica inyeccion i.m. del RAd-FTS en ratones nude recién
nacidos produjo una sostenida restauracién de los niveles séricos de timulina en
estos mutantes durante al menos 71 dias. Ademas, resulta interesante el hecho de
que, pese a que el animal al momento del sacrificio pesaba por lo menos 20 veces

mas que cuando recibid el tratamiento, los niveles circulantes de timulina
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recombinante no habian disminuido; es decir, dichos niveles no se diluyeron
durante el crecimiento, lo cual implica que la produccion de timulina recombinante
fue vigorosa durante todo el periodo de estudio.

En el EXP-1 de terapia génica neonatal con timulina, los ratones nude
mostraron niveles muy bajos pero detectables de timulina sérica. La timulina
detectada probablemente haya sido producida por un rudimento timico; de hecho,
mediante el analisis por microscopia Optica y electronica se describio la presencia
de rudimentos timicos en ratones nude (Pantelouris y Hair, 1970, Wortis y col.,
1971; Groscurth y col., 1975).

Las acciones de mayor relevancia ejercidas por el timo endocrino parecen estar
circunscriptas en ratas y ratones al periodo perinatal, delimitado entre los ultimos
dias de la prefiez y los primeros dias postnatales (Pierpaoli y Besedovsky, 1975).
En efecto, algunas de las anomalias endocrinas observadas en ratones NTx o
congénitamente atimicos se han podido prevenir mediante el trasplante de timo o
la administracion de extractos timicos neonatal (Besedovsky y Sorkin, 1974;
Pierpaoli y Besedovsky, 1975; Strich y col., 1985). En la presente tesis quisimos
evaluar si la timulina es un mediador fisioldgico importante de la influencia
perinatal del timo sobre la maduracion del eje reproductivo, el cual se ve
particularmente deteriorado en el ratbn hembra nude.

A este respecto, los ratones hembras nude poseen concentraciones reducidas
de LH y FSH en la hipdfisis y en el suero (Rebar y col., 1980; 1981b; 1982; Goya y
col., 2001); estas mismas anomalias fueron confirmadas en nuestros
experimentos. La terapia génica neonatal con timulina en ratones nude fue capaz
de prevenir el déficit de gonadotrofinas séricas y las alteraciones morfolégicas de
las células gonadotropas, que presentan las hembras nude.

Mas precisamente, nuestros resultados revelaron que la administracion
neonatal del RAd-FTS en las hembras nude induce un aumento significativo de la
densidad celular y en el tamafio celular de las poblaciones gonadotropas respecto
a las contrapartes no tratadas. De manera complementaria, en otros estudios de
nuestro grupo la inmunoneutralizacion neonatal de timulina sérica en ratones
normales (C57BL/6) indujo una disminucion de los niveles de gonadotrofinas
circulantes y un incremento del tamafio de las células gonadotropas de la hipofisis

(Camihort y col.,, 2006), asi como un déficit de hormonas adenohipofisarias
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circulantes reminiscente al que se observa en los ratones nude (Goya y col.,
2007). Por lo tanto, la timulina podria ser, durante el periodo perinatal, un factor
fisiologico necesario para la adecuada maduracion de estas células gonadotropas.

En cuanto al mecanismo fisiolégico por el cual la timulina ejerce su influencia
sobre la secrecibn de gonadotrofinas, solamente podemos realizar
especulaciones. Se ha documentado que ciertos productos timicos, tales como la
timosina fraccion 5 y el medio de incubacion de timos, potencian el efecto de la
GnRH sobre las células hipofisarias in vitro (Rebar y col., 1981a; Mendoza y
Romano, 1989), pero no tienen efecto sobre la secrecién basal de gonadotrofinas.
En el caso de la timulina, se sabe que posee actividad hipofisotrépica in vitro,
pudiendo facilitar la liberacién de GH, PRL, LH, TSH y ACTH (Zaidi y col., 1988;
Brown y col., 1998; 1999; 2000; Hadley y col., 1997) y, por lo tanto, podria actuar
directamente sobre la adenohipéfisis in vivo modulando la respuesta de la
glandula a secretagogos o inhibidores hipotaldmicos u otros. Sin embargo,
también podria ser posible que ejerza su accion a un nivel de control superior,
actuando sobre las neuronas GnRH.

La funcién reproductiva en mamiferos esta regulada centralmente por las
neuronas hipotaldmicas que secretan GnRH, las cuales poseen axones que
terminan, principalmente, en la eminencia media (EM) (Tobet y Schwarting, 2006).
Algunos investigadores proponen que las alteraciones reproductivas
caracteristicas de los ratones atimicos se deben a un defecto hipotalamico; esta
hipdtesis se sustenta en dos observaciones: la presencia de reducidos niveles de
GnRH hipotaldmica en ratones nude prepuberales, y la normal respuesta
hipofisaria a la administracion exdgena de GnRH en estos mutantes (Weinstein,
1978; Strich y col., 1985).

En linea con estas observaciones, en nuestros ratones la inmunofluorescencia
para neuronas GnRH mostr6 una menor fluorescencia en las hembras nude
respecto de sus contrapartes heterocigotas controles. La terapia génica neonatal
con timulina previno este deficit en el numero de neuronas GnRH en la hembra
nude adulta. Debe sefialarse que todas estas diferencias fueron marginalmente
significativas (P entre 0,15 y 0,05) lo cual abre la posibilidad de que el andlisis de
un numero mayor de cerebros revele diferencias  significativas.

Complementariamente, se ha descrito que el bloqueo neonatal de los receptores
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centrales y periféricos para GnRH induce alteraciones en el patron de maduracion
de los timocitos y en la morfologia del timo (disminucion del volumen de los
timocitos, de la region cortical y del peso del timo) (Morale y col., 1991).

Durante la embriogénesis, las neuronas GnRH originadas en la placoda
olfatoria migran a través del septum nasal por la regién ventral del cerebro anterior
hasta su destino final, principalmente la EM. Se ha documentado que defectos en
la migracion de las neuronas GnRH pueden producir infertilidad en humanos
(Hardelin y col., 1992). Aunque se desconoce el mecanismo que articula la
migracion de estas neuronas, se han estudiado algunos factores que podrian
regular dicha migracion (Tobet y Schwarting, 2006; Cariboni y col., 2007).

Cuando comparamos la distribucién de las neuronas GnRH en el cerebro de las
hembras nude control respecto de su contraparte heterocigota notamos que habia
un 5,5 % de neuronas que estaban desplazadas de la parte anterior a la posterior.
Este porcentaje se redujo levemente, a 4,5%, en las hembras nude que recibieron
la terapia génica neonatal con timulina. Resulta deseable realizar nuevos estudios
a fin de establecer, primero, si las diferencias observadas en la distribucion
neuronal estan efectivamente asociadas a la mutacion nude, segundo, si la
reduccion del porcentaje de neuronas desplazadas esta efectivamente asociada a
la terapia génica con timulina, y tercero, si una y otra diferencia respecto de la
contraparte heterocigota tiene relevancia bioldgica. Adicionalmente, resultaria
interesante determinar si la timulina tiene algun rol en el remodelamiento
estructural de las neuronas GnRH, que segun se ha descrito ocurre en un periodo
post-natal (Cottrell y col., 2006) y es clave para el comienzo de la pubertad en
ratas y ratones (Terasawa, 2006).

Se sabe que durante el periodo perinatal los niveles hormonales determinan en
gran parte la futura actividad neuroendocrina del hipotdlamo (Gore, 2008). En
efecto, se han presentado evidencias que demuestran que se requiere la
presencia de estrégenos para el normal desarrollo del cerebro de la hembra. Sin
embargo, los ovarios no serian la fuente primaria de estrogenos debido a que no
secretan niveles detectables de dicho esteroide antes de los 7 dias en roedores;
por lo tanto, los estrogenos circulantes en la vida fetal o en el recién nacido, en
ratones hembras, deben provenir de fuentes extraovaricas, tales como la madre

y/o las adrenales (Bakker y Baum, 2008). En adicion, los niveles de testosterona
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durante este periodo conducen a la maduracion y diferenciacién sexual femenina
del eje hipotdlamo-hipéfiso-gonadal y son responsables del inicio de la pubertad y
de la continuidad de la ciclicidad de las funciones reproductivas en hembras
(Harris y Levine, 1965).

En la rata, se ha observado que durante los primeros dias de vida la influencia
de las hormonas gonadales sobre el cerebro de las hembras las capacita para que
se genere el pico preovulatorio de GnRH-LH. Mas aun, durante este periodo critico
postnatal la administracion de andrégenos o estrégenos puede resultar en la
pérdida permanente de la capacidad de generar el pico de GnRH en respuesta a
la estimulacién estrogénica (Becu-Villalobos y col., 1997).

En un estudio clasico en el tema se postulé que el timo posee un rol importante
en la diferenciacion funcional del cerebro y en la programacion de ciertas
funciones neuroenddcrinas, hipotetizdndose que el timo ejerce su rol critico en el
periodo fetal y perinatal en mamiferos (Pierpaoli y Besedovsky, 1975). Estas ideas
recibieron apoyo al documentarse que la timectomia neonatal induce una
disminucion en los niveles de estrogeno circulante en ratones de 25 dias (Garcia y
col.,, 2000). Ademas, en los ratones hembras nude se ha observado una
disminucién en los niveles séricos de progesterona, 17-B-estradiol (Pierpaoli y
Besedovsky, 1975) y estrona (Rebar y col., 1981b). En linea con estas hipétesis y
observaciones, hemos evidenciado que los niveles de estrogeno circulante en las
hembras nude controles se encuentran disminuidos respecto de sus contrapartes
heterocigotas. Por otro lado, en nuestros estudios los niveles de progesterona
sérica mostraron una elevada dispersién, por lo que no es posible establecer
conclusiones respecto a este esteroide. Teniendo en cuenta lo mencionado
respecto a los procesos que ocurren en el periodo perinatal durante el desarrollo
del cerebro en ratas y ratones, resulta factible considerar que la influencia del timo
puede deberse a una accion directa sobre el hipotalamo.

Se encuentra bien documentado que la pubertad estd considerablemente
retrasada en los ratones hembras nude y en los neonatalmente timectomizados
(Besedovsky y Sorkin, 1974), alteraciébn que también observamos en nuestros
ratones hembras nude controles. A su vez, la terapia génica neonatal para timulina
redujo el retraso en el comienzo de la madurez sexual (determinado por el dia de

apertura vaginal) en las hembras nude, lo que coincide con estudios en los cuales
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se logré prevenir estas anormalidades mediante el trasplante neonatal del timo
pero no con la inyeccion de timocitos maduros (Besedovsky y Sorkin, 1974).
Tomados en conjunto estos datos sugieren firmemente que la timulina es un
efector fisioldgico importante en la maduracién sexual femenina.

Se ha sugerido que los factores timicos podrian interaccionar con receptores
ovaricos de gonadotrofinas y/o con el sistema de la adenilato ciclasa para modular
la esteroideogénesis, estimulada por gonadotrofinas, en células de ovario de rata
(Aguilera y Romano, 1989). Asimismo, se ha documentado que la LH estimula la
actividad de las enzimas aromatasa y 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa,
involucradas en la conversién del colesterol a hormonas esteroideas, y que como
consecuencia aumentan los niveles de progesterona (Chapman y col., 2005). En
el proceso de degradacion de la progesterona interviene la 20a-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (20a-HSD), también presente en la lisis del cuerpo lateo; la
localizacion de esta enzima es diferente en los ratones nude respecto de los
heterocigotas (Mduller, 1975). Adicionalmente, se ha observado una pérdida de la
200-HSD en los ovarios de las hembras nude adultas implantadas con timo al
nacer (Pierpaoli y Besedovsky, 1975). Resultaria interesante disefiar experimentos
gue estudien la accion directa de la timulina sobre dichas enzimas y sobre los
receptores de las gonadotrofinas ovaricas.

Por otra parte, se cree que las citoquinas participan en diferentes eventos de la
reproduccioén, tales como la ovulacion, la luteinizacion y la implantacién (Bueno,
2000). Existe evidencia de un efecto estimulador de la timulina sobre la liberacion
de citoquinas de ciertos tipos de linfocitos (Palacios y col., 1982). Por lo tanto,
parece posible que en algunas de las acciones de la timulina sobre el eje
reproductivo intervengan citoquinas.

La baja cantidad de foliculos en crecimiento observada en las hembras nude
controles respecto de sus contrapartes heterocigotas puede ser consecuencia del
déficit de gonadotrofinas circulantes ocasionado por la atimia. La terapia génica
con timulina en las hembras nude restaura los niveles de gonadotrofinas séricas e
hipofisarias, y de esta manera reproduce el ambiente hormonal, el cual es, al
mismo tiempo, critico en el periodo post-natal y necesario para el normal
desarrollo folicular. Es importante destacar la notable disminucion en la atresia

folicular que mostraron los ratones nude que recibieron neonatalmente el RAd-
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FTS. Estos hallazgos subrayan un posible rol de las hormonas timicas, en especial
la timulina, en la embriogénesis en mamiferos.

Los mamiferos hembras pasan la mayor parte de su vida post-puberal ciclando,
como resultado de la interaccion hipo6fiso-gonadal. Sin embargo, si en la rata se
extrae la hipofisis los ovarios se hacen quiescentes (dejan de ovular).
Reciprocamente, si se remueven los ovarios la hipofisis comienza a secretar
elevados niveles de gonadotrofinas (Michael y col., 1981) y el timo incrementa su
peso (Fitzpatrick y col.,, 1985; Greenstein y col.,, 1986). No obstante se ha
informado que en los ratones hembras atimicos, la ovariectomia no induce un
incremento en los niveles de LH séricos, pero si lo provoca la inyeccion de GnRH
(Weinstein, 1978). Ademas, los ovarios de los ratones atimicos responden a la LH
normalizando los niveles de progesterona circulante, lo que indica que la
alteracion de la funcion gonadal, en estos mutantes, ocurre fundamentalmente a
nivel de eje hipotalamo-hipdfiso-gonadal y no a nivel ovarico (Pierpaoli y
Besedovsky, 1975; Strich y col., 1985).

Por otro lado, se ha documentado que con el 12% de la poblacion de neuronas
GnRH es suficiente para que se produzca la secrecion pulsatil de gonadotrofinas y
el comienzo de la pubertad, mientras que entre el 12 y el 34% de las neuronas
GnRH son necesarias para el control ciclico en ratones hembras adultas (Herbison
y col., 2008). En nuestros experimentos se observd que los ratones hembras nude
conservan el 80% de las neuronas GnRH; por tanto, la disfuncién a nivel
hipotaldmico en estos mutantes podria deberse a alteraciones en la ubicacién de
estas neuronas mas que al numero de las mismas, o0 a un ambiente hormonal
desfavorable durante el periodo perinatal que, como ya se ha mencionado, es
critico para el normal desarrollo de la funcién neuroendocrina en las hembras. En
suma, estos resultados sugieren que el raton nude sufre una disrupcion del control
hipotalamico sobre la hipofisis como resultado de la falta del timo.

Dadas las acciones hipofisotrépicas de la timulina, parece légico suponer que
esta hormona actta principalmente a nivel hipofisario y que podria producirse in
situ como un factor hipotalamico y, de esta manera, regular la funcidén hipofisaria.
Esto es concebible si se considera que al menos uno de los péptidos timicos, la
timosina, esta localizado en el cerebro con altas concentraciones particularmente

en el hipotalamo medio basal (Palaszynski y col., 1983).
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Conjuntamente con las anomalias a nivel ovarico, en nuestros estudios se
observd que la altura del epitelio uterino en las hembras atimicas tiende a ser
menor que la de los animales heterocigotas controles. En otros trabajos se ha
observado un proceso inflamatorio inespecifico en el Utero de estos mutantes
(Alten y Groscurth, 1975); esta inflamacion no se observé en el Utero de nuestros
ratones atimicos. Las hembras nude que fueron sometidas a la terapia génica
neonatal con timulina no mostraron alteraciones en sus uteros.

En suma, los resultados obtenidos a partir de los trabajos realizados para la
presente tesis sugieren que la timulina es el mediador o al menos uno de los
mediadores fisioldgicos de la influencia perinatal del timo sobre la maduracién del
eje hipotalamo-hipofiso-gonadal. A este respecto, una Unica inyeccion neonatal de
un vector adenoviral que expresa timulina, durante al menos 70 dias, fue suficiente
para prevenir la aparicion de la mayor parte de las anomalias reproductivas en la
hembra nude. No obstante, resulta necesario evaluar si la terapia génica con
timulina es capaz de restaurar la fertilidad en estos mutantes.

Por otro lado, como se ha expuesto oportunamente en la presente discusion,
son necesarios mas estudios para dilucidar el mecanismo de accién de la timulina.
Sin embargo, podriamos considerar tres alternativas para dar cuenta del mismo: i)
la timulina actia sobre los ovarios y adrenales aumentando los niveles de
estrogeno sérico, el cual actia sobre las neuronas GnRH, que presentan
receptores de estrégeno (Weiser y col., 2008) y, de esta manera, aumenta los
niveles de gonadotrofinas previniéndose asi las anomalias reproductivas de la
hembra nude; ii) la timulina actla sobre la hip6fisis, ya sea modulando la accién de
la GnRH sobre las células gonadotropas (observado in vitro por Hinojosa y col.,
2004) o directamente estimulando la liberacion de gonadotrofinas (observado in
vitro por Zaidi y col., 1988; Brown y col., 2000); vy iii) la timulina actda directamente
sobre las neuronas GnRH vy, de esta manera, restaura las funciones
neuroendocrinas de la hembra nude que pueden modificarse post-natalmente. En
concordancia con esta tercera alternativa se ha documentado que la inyeccion de
timulina sintética en el hipotalamo de ratones hembras prepuberales NTx tuvo una
accion facilitadora sobre la ovulacion inducida por gonadotrofina coridnica equina
(Garcia y col., 2005). Alternativamente, el mecanismo de accién de la timulina

podria resultar de una combinacién de las opciones propuestas.

- 140 -



Nuestros datos sugieren que la terapia génica neonatal para timulina puede ser
una estrategia efectiva para el tratamiento de déficit reproductivos asociados a la
disfuncion del timo. Asimismo, hay potencialmente un gran nimero de usos para la
timulina como agente terapéutico. Podria utilizarse en situaciones donde existen
niveles de timulina sérica disminuidos, tales como en el envejecimiento normal y
en patologias como el SIDA y el sindrome de DiGiorge. Efectivamente, la timulina
ha sido usada para el tratamiento de ciertas patologias autoinmunes (Bach y col.,
1984). Como ya se ha mencionado, podria utilizarse la terapia génica
antiinflamatoria con timulina en casos donde la inflamacion juegue un rol
relevante, tanto a nivel central como periférico. La inflamacién cerebral es
importante en el trauma y en el infarto cerebral, y posiblemente sea una potencial
causa de la neurodegeneracion observada en la enfermedad de Parkinson
(McGeer y McGeer, 2004).

Como objetivo a futuro nos proponemos utilizar sistemas vectoriales cuya
expresion transgénica sea regulable, permitiendo asi la manipulacion de la
expresion de la timulina recombinante en diferentes modelos de timodeficiencia.
Con un sistema de expresion inducible (por tetraciclina) se podria limitar la
expresion del transgen dentro de la ventana terapéutica, por ejemplo, durante el
periodo post-natal en el modelo del raton nude. Ademas, con un vector adenoviral
recombinante bidireccional regulable, que estamos construyendo actualmente, se
podria lograr la coexpresion regulada del gen sintético para timulina (metFTS) y el

gen reportero para la GFP, ambos bajo el control de un promotor inducible.
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6. CONCLUSION

En el presente trabajo de tesis logramos disefiar, construir, caracterizar y
capitalizar la disponibilidad de un gen sintético para timulina (metFTS). La
efectividad de la terapia génica con metFTS para restaurar, en animales
timectomizados, los niveles de timulina circulante por mas de 12 meses constituye
un logro muy relevante. Asimismo, el hecho de que la terapia génica neonatal con
timulina en la hembra nude haya logrado restaurar en el animal adulto (51 dias y
71 dias) los niveles de timulina sérica y prevenir las alteraciones a nivel
hipotalamico, gonadotropo y ovarico que tipicamente ocurren en estos mutantes,
revela un rol fisiolégico relevante de la timulina en la maduracion del eje
hipotalamo-hipdfiso-gonadal. La timulina podria actuar a través del sistema
neuroendocrino y/o directamente a nivel ovarico.

Concluimos entonces que la construccion de un vector adenoviral recombinante
capaz de inducir elevados y sostenidos niveles circulantes de un analogo de
timulina biol6égicamente activo representa un significativo paso hacia el uso
terapéutico de esta molécula. La terapia génica con nuestro gen sintético para
timulina podria utilizarse para el tratamiento de los déficits reproductivos asociados
con disfunciones endocrinas del timo y en casos donde la inflamacién juegue un
rol importante. Ademas, por su accion antiinflamatoria la timulina podria ser
utiizada como un adyuvante de otras moléculas terapéuticas transferidas por

medio de vectores adenovirales.
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