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El presente artículo está basado en la investigación «Efecto de
pre-inmunización con vectores adenovirales sobre la efectivi-
dad terapéutica y la toxicidad de la terapia génica antitumoral»,
galardonado con el Premio de Investigación UANL 2002 en la
categoría de Ciencias de la Salud, otorgado en sesión solemne
del Consejo Universitario de la UANL, en septiembre de 2003.

Los adenovirus recombinantes de
origen humano se utilizan amplia-
mente en protocolos de terapia gé-
nica, tanto en modelos preclínicos
como en estudios clínicos en fase I.
Su explosiva utilización se debe, en
parte, a que los vectores adenovi-
rales de primera generación exhi-

ben una notable y prolongada estabilidad biológi-
ca dentro del torrente circulatorio. Esta condición les
permite funcionar como excelentes vehículos que
transportan genes terapéuticos a varios órganos, di-
ferentes tumores y a diversos tipos de células
neoplásicas.

A pesar de esta ventaja biológica, existen dos
importantes factores que han limitado que se explo-
te el potencial de los vectores adenovirales en pro-
tocolos de terapia génica. El primer problema es su
carencia de especificidad hacia un solo tipo de cé-
lulas huésped. En efecto, los adenovirus pueden in-
fectar un amplio rango de líneas celulares, lo cual
hace difícil restringir el transporte de genes terapéu-
ticos por vía endovenosa hacia un determinado grupo
de células o hasta un órgano en particular.1,2

Una segunda desventaja, observada durante el
uso de adenovirus en el tratamiento del cáncer, es el

desarrollo de una respuesta inmunológica en contra
de las partículas virales dentro del paciente.3,4,5

Durante un ciclo inicial de tratamiento, tales
vectores pueden infectar un número apropiado de
células y producir una alta expresión de la proteína
deseada. Pero pronto las respuestas celular y humo-
ral desarrolladas por el paciente interferirán con la
expresión del gen terapéutico, y resultarán en la apa-
rición de fenómenos de citotoxicidad.6,7,8,9

Desde otra perspectiva, la presencia de anticuer-
pos circulantes en contra de adenovirus pudiera ejer-
cer un efecto protector en los tejidos normales y re-
ducir el riesgo de complicaciones, transformándose
así en un factor de bioseguridad, ya que permitiría
administrar dosis masivas de adenovirus por vía
intratumoral, sin la diseminación consecuente del
vector, garantizando una elevada expresión y per-
sistencia de los genes terapéuticos.

Esta situación se torna especialmente importante
después de la muerte de Jesse Gelsinger, afectado
por una enfermedad metabólica conocida como
deficiencia de Ornitin Transcarbamilasa (OTC). Jesse
desarrolló un síndrome de distrés respiratorio del
adulto (SDRA) complicado con falla orgánica múlti-
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ple (FOM), mientras participaba en un protocolo de
terapia génica diseñado por la Universidad de Pen-
nsylvania.10

El protocolo fase I en cuestión consistió en inocu-
lar una sola dosis (6 X 1011 partículas/Kg) de un
adv-vector (H5.001CBhOTC) que expresa el ADNc
que codifica para la enzima OTC en la arteria he-
pática derecha del paciente.

Después de este reporte los Institutos Nacionales
de Salud (NIH) revisaron los efectos adversos de los
adenovirus en macacos, encontrando que todos los
simios inoculados con este tipo de vectores desarro-
llaron fenómenos de hepatotoxicidad y se reporta-
ron severamente enfermos, este hecho, aunado con
el conocimiento de que los 18 pacientes pertene-
cientes al protocolo OTC de la Universidad de Pen-
nsylvania presentaron titulaciones elevadas de anti-
cuerpos neutralizantes en contra del vector
H5.001CBhOTC,10 obligó a la  Federal Drug
Administration de EUA a suspender  todos los estu-
dios de terapia génica que se llevaban a cabo en
dicha Universidad. El informe final de este organis-
mo destacó que: Jesse Gelsinger sufrió una activa-
ción difusa de su sistema inmune tras la inyección
del vector, como consecuencia de ello desarrolló los
síndromes de SDRA y FOM.

En el presente trabajo, utilizamos un modelo
murino preinmunizado a través de la inyección
intratumoral (IT) de adenovirus, para investigar la
posible participación del sistema inmune en la trans-
ferencia génica mediada por adv-vectores en el tra-
tamiento de tumores sólidos. La preinmunización
provocó un incremento en la titulación de anticuer-
pos antiadenovirus que ocasionó una disminución
en los niveles de transferencia y expresión génica.
Los aspectos de toxicidad sistémica fueron determi-
nados por medio de estudios enzimáticos e histoló-
gicos. El establecimiento de una respuesta humoral
contra adenovirus redujo significativamente la
transducción sistémica con el vector. Sin embargo,
dicha reducción no se tradujo en un efecto protector
en los tejidos normales. Paradójicamente, la respues-
ta inmune montada en contra del vector resultó en
un incremento de los parámetros de toxicidad he-
pática comparados con los observados en  anima-
les controles.

Resultados

Se analizaron los datos obtenidos entre los grupos
de animales inmunizados por vía subcutánea e

intratumoral, y se compararon con aquellos obteni-
dos en los animales testigos. Los animales preinmu-
nizados mostraron una titulación de anticuerpos tres
veces más elevada que la reportada para animales
controles. Asimismo, en los grupos de animales prein-
munizados se observó una elevación en los títulos
de anticuerpos muy similar entre las dos vías de in-
munización. La misma tendencia fue observada al
analizar los resultados del ensayo de neutralización
(datos no mostrados, figura 1).

Fig. 1. El incremento en los títulos de anticuerpos es una
función dependiente del tiempo. Nótese que en los animales
controles hay una sobreproducción de anticuerpos después
de siete días de la primera inmunización. En el grupo pre-
inmunizado, después de la reinmunización con el segundo
vector (día 14), se observa un mayor incremento en la pro-
ducción de anticuerpos hacia el día 21, la actividad humoral
comenzó a disminuir hacia el día 28.

En los animales controles inoculados con solu-
ción salina, la producción de anticuerpos fue similar
a la exhibida por los ratones antes del tratamiento y
a la de los ratones inmunodeficientes. Finalmente,
no se observaron diferencias significativas entre las
titulaciones observadas en los cinco grupos de ani-
males inoculados  con dosis crecientes de adenovi-
rus (p> 0.19, datos no mostrados). La misma ten-
dencia fue observada al analizar los resultados del
ensayo de neutralización (datos no mostrados).

La actividad del producto del gen marcador fue
determinada como un indicador del nivel de trans-
ferencia y expresión génica a nivel local  y sistémico.
Dos días después de la inyección intratumoral (IT)
del vector AdV-Luc a una dosis de 1X 1011 partículas
del vector (v.p.) /tumor, el promedio de actividad
de luciferasa (Luc) dentro del tumor de los animales
controles fue 23 veces más alto (23X),   comparado
con los ratones preinmunizados (3.07E+08 RLU/gm
contra 1.3E+07, respectivamente, p= 0.004). De
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la misma manera, la expresión de Luc en el total de
tejidos examinados fue significativamente más ele-
vada en el grupo control, en comparación con los
animales preinmunizados: 808 X para el hígado,
2,392 X para el bazo y 714 X para los ovarios. En el
grupo de animales preinmunizados se apreció una
significativa disminución en la actividad de luciferasa,
la cual fue similar entre ambas rutas de inmuniza-
ción (intratumoral y subcutánea, figura 2).

Fig. 2.  Actividad de luciferasa expresada en RLU/g de tejido.
Al día 16 postratamiento,  el grupo de animales sin inmuni-
dad preexistente exhiben un incremento en  la actividad de Luc
en cada uno de los órganos examinados. Dicha elevación es
más acentuada en el hígado y dentro del parénquima tumoral
(3.00E+8) que las observadas en el bazo y el ovario. Sin
embargo, no se observaron diferencias significativas cuando
se comparó la expresión de Luc entre tumor, hígado, bazo y
ovarios, lo cual indica la diseminación sistémica del vector.
En los animales preinmunizados, la expresión de AdV-Luc,
inyectado intratumoralmente, dentro del propio tumor, fue
significativamente mayor que la observada en el hígado (33
X), bazo (131 X) y ovario (55 X).

La expresión de Luc fue evaluada como una fun-
ción dependiente del tiempo (2, 7, y 14 días des-
pués de la inyección IT de AdV-Luc, n= 5 animales/
grupo) y resultó significativamente mayor en el gru-
po control, comparada con el grupo experimental,
en todos los tiempos del estudio. Específicamente,
la preinmunización provocó una notoria disminución
en la expresión IT de AdV-Luc a los dos días des-
pués de iniciada la reinmunización (24 X, p=0.004).
En todos los grupos de estudio la expresión de Luc
fue significativamente mayor durante el día 2 des-
pués de la administración del vector. Contrariamen-
te, durante los días 7 y 14  se observó una significa-
tiva disminución de la actividad IT de Luc en el ran-
go de 54 X y 53 X, para el grupo control, y de 65 X
y 337 X, para el grupo de animales preinmuniza-
dos, respectivamente (p=0.001, figura 3).

Fig 3. Expresión de Adv-Luc como una función del tiempo.  El
eje de la izquierda indica el nivel de luciferasa expresado en
RLU/ gr. En el eje derecho se indica el cociente tumor-hígado.
En los ratones controles la expresión de AdV-Luc dentro del
hígado presentó mínimos cambios en el transcurso del tiem-
po. Inversamente, en los grupos de animales preinmunizados
se observó una significativa disminución en la actividad de la
enzima, al compararla con los animales controles 808 X du-
rante el día 2 y por arriba de 10,000 X durante los días 7 y 14.
Estos resultados se tradujeron en un significativo incremento
del cociente tumor/hígado de los títulos de la actividad de
luciferasa, en los animales preinmunizados en comparación
con los animales controles en todos los tiempos de estudio.

La expresión de Luc fue evaluada como una fun-
ción de la dosis de AdV-Luc administrada. La cuan-
tificación de la  enzima se efectuó dos días después
de la administración del vector. Sorprendentemente,
en los animales preinmunizados, el uso de dosis cre-
cientes de AdV-Luc no incrementó la expresión de
Luc a nivel  hepático. Sin embargo, la actividad de
la enzima a nivel IT fue directamente proporcional a
la dosis del vector administrada.

En los animales controles se observó que al in-
crementar el rango de dosis de 2X109 a  6X109 p.v/
tumor se produce un significativo incremento de 4000
X en los niveles de expresión de Luc en el hígado.
Paradójicamente, la actividad de Luc dentro del tu-
mor presentó un pequeño incremento que no repor-
tó diferencias significativas(figura 4).

El segundo objetivo de este trabajo fue evaluar
los aspectos de toxicidad sistémica. Como las dosis
de 2 X 1011 p.v./tumor se encuentran por debajo del
umbral de toxicidad, para iniciar el estudio de toxi-
cidad utilizamos megadosis en el rango de 2 X 1011

y 6 X 1011 p.v./tumor equivalentes a 1 X 1013 y 3 X
1013 p.v./Kg. de peso corporal, respectivamente. En

´
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Fig. 4. Expresión de Adv-luciferasa en animales pre-
inmunizados como una función dependiente de la dosis. El
análisis de los resultados demostró una significativa disminu-
ción en la expresión intratumoral  de AdV-Luc en los dos
primeros grupos, los cuales recibieron las dosis más bajas
(2X109, 6X109). Al comparar estos resultados con los niveles
de expresión reportados en los grupos que recibieron las
dosificaciones más altas (2X1010, 6X1010, 2X1011), se puede
observar un incremento 30 veces mayor en la actividad de
luciferasa en estos últimos grupos (p<0.042). Notablemen-
te, la expresión intratumoral de luciferasa en los tres grupos
de más alta dosificación fue comparable con aquella obser-
vada en los animales controles (p>0.9).

este rango de dosis, 12 de 20 (60%) animales prein-
munizados murieron dentro de las primeras 12 ho-
ras después de la administración de Adv-Luc, en
contraste con sólo dos muertes 3 de 20 (15%) ob-
servadas en el grupo sin inmunidad preexistente. Los
animales sobrevivientes se sacrificaron a los tres días
después de la inyección del vector, y se realizó eva-
luación histológica en cada uno de los órganos en
estudio por un patólogo que desconocía el origen
de los especímenes en estudio. Los cambios histoló-
gicos fueron clasificados de acuerdo a una escala
de 0 correspondiente a una morfología normal y de
1 a 4, para definir los cambios que se ubican  des-
de una inflamación diseminada hasta la necrosis se-
vera (figura 5).

Diseño experimental

En la parte final del estudio se analizaron los niveles
de las enzimas alanina aminotransferasa, (ALT) y
aspartato aminotransferasa (AST) en el plasma de
los animales en estudio, a los  tres días después de
la inyección IT del vector. Observándose un incre-

Fig. 5. Hallazgos histológicos después de la inyección de
AdV-Luc. La imagen histológica de un lobulillo hepático nor-
mal es ilustrada en (A), mientras que en (B) se presenta un
área similar correspondiente a un animal  sin inmunidad pre-
existente e inoculado con AdV-Luc. Las flechas muestran los
cambios observados en los animales preinmunizados carac-
terizados por un infiltrado linfoide multifocal constituido por
células mononucleares y neutrófilos, alrededor de las triadas
portales (C) y las venas centrales (D).

Tabla I. Enzimas hepáticas después de la inyección
intratumoral de adenovirus en ratones controles y preinmu-

nizados

Grupo de
animales normal

Dosis de Vector

*Promedios obtenidos de tres cepas diferentes de ratones. Los valores
correspondientes a la cepa Balbc/c no se encuentran disponibles.

Controles

Controles

Inmunizados

Inmunizados

ALT AST

NONE 42.03 ± 27.53 86.47 ± 35.27

2 x 1011

6 x 1011

2 x 1011

6 x 1011

50.78 ± 58.28

43.25 ± 41.99

224.0 ± 181.4

193.5 ± 161.1

211.0 ± 53.57

170.6 ± 117.8

381.0 ± 177.2

394.2 ± 186.34

mento significativo en el suero de los animales prein-
munizados comparado con el de los controles
(p=0.05, tabla I).

Discusión

El tropismo natural que los adenovirus presentan
hacia el hígado y pulmón, así como las facilidades
técnicas para inyectar algunos tipos de tumores sóli-
dos, los coloca como atractivos candidatos para el
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tratamiento de pneumopatías, enfermedades hepá-
ticas y en el tratamiento del cáncer.

Sin embargo, el entusiasmo inicialmente desen-
cadenado con el uso de vectores adenovirales, se
ha visto disminuido a causa de la inestabilidad del
transgen, atribuida a los mecanismos de respuesta
inmune generados en contra de las células que ex-
presan los productos transgénicos de origen viral.

Las consecuencias de la inmunidad preexistente
contra adenovirus son de particular interés, debido
a que una gran mayoría de los seres humanos han
estado expuestos a infecciones por adenovirus, y han
desarrollado anticuerpos neutralizantes en su torren-
te circulatorio y en la mucosa de las vías aéreas.
Como estos vectores son comúnmente utilizados en
protocolos de terapia génica in vivo, es lógico su-
poner que este tipo de inmunidad protectora puede
ocasionar serios problemas de citotoxicidad a nivel
hepático, por lo tanto, la preinmunización contra
adenovirus  surge como un serio factor limitante en
la selección de un protocolo de terapia génica ba-
sado en la administración de vectores advirales.9,11

La inmunogenicidad de los vectores adenovira-
les se ve exacerbada por el uso de dosis repetidas
del vector; lo cual puede ocasionar una reactivación
de la respuesta inmune, incrementándose así el ries-
go de citotoxicidad. Sin embargo, algunos estudios
preclínicos han demostrado que la administración
repetida de adv-vectores puede inhibir el desarrollo
tumoral,12,13 por lo que la administración de inyec-
ciones intratumorales múltiples se ha utilizado en al-
gunos ensayos clínicos en fase I-II.14,15 A la luz de
esta evidencia, el conocer  las consecuencias de la
inmunidad preexistente puede tener enormes impli-
caciones en el estudio, diseño y resultados de la te-
rapia génica contra el cáncer basada en el uso de
vectores adenovirales.

Los aspectos de distribución, cinética, toxicidad,
transferencia y expresión genética de los vectores
adenovirales fueron evaluados midiendo la activi-
dad de  luciferasa dentro del tumor y en diferentes
órganos, como una función dependiente del tiempo
y de la dosis del vector administrada. Los títulos de
anticuerpos no se vieron afectados por el incremen-
to de las dosis utilizadas durante la preinmunización.
Sin embargo, la inyección IT de dosis crecientes de
Adv-Luc en ratones no inmunizados se tradujo en
una significativa elevación de los valores de Luc a
nivel periférico, y un discreto incremento en la expre-
sión a nivel IT. Dicha observación sugiere una dise-
minación sistémica del vector a consecuencia de una

saturación local de los receptores membranales de
partículas virales. En contraste, en los animales
preinmunizados (con títulos elevados de anticuerpos)
el incremento en la dosis IT del vector fue directa-
mente proporcional con el incremento de la activi-
dad de luciferasa dentro del tumor, pero los niveles
de expresión a nivel periférico fueron bajos, y no se
observó ningún incremento a nivel hepático, funda-
mentando la idea de una posible inhibición de la
transducción periférica a causa de la presencia de
anticuerpos neutralizantes.

Debido a que la disminución de la expresión de
Luc fue mucho más pronunciada a nivel periférico
que a nivel IT, nosotros y otros autores hemos
hipotetizado que la disminución en la eficiencia de
la transducción tumoral a causa del desarrollo de
una respuesta inmune, puede ser corregida incre-
mentando la dosis del vector.15,16 Nuestros resulta-
dos demuestran que la utilización de megadosis de
AdV-Luc (6X1010 a 2x1011 p.v), en ratones preinmu-
nizados, restituye los niveles de expresión intratumoral
sin incrementar el nivel de expresión a nivel hepáti-
co. Esta aparente inmunoprotección parece susten-
tar las observaciones de Branson y Graham,16 quie-
nes reportaron que en ratones preinmunizados por
vía intranasal, y que luego recibieron una inyección
IT con un vector que expresa IL-12, se observó una
discreta disminución de 2.4X de la transducción
tumoral acompañada con una importante disminu-
ción (1000X) en la expresión del transgen a nivel
hepático. Estos autores sugieren que la inmunidad
preexistente pudiera ser ventajosa, ya que no blo-
quea por completo la transducción tumoral, pero sí
reduce significativamente la diseminación sistémica
de los adenovirus. Además, concluyen que en aque-
llos protocolos de terapia génica, en los que se pre-
sentan fenómenos de toxicidad periférica, pudiera
ser benéfico preinmunizar los  pacientes y, posterior-
mente, repetir e incrementar la cantidad del inóculo,
reinstalándose así los niveles de expresión.

Aunque nuestros resultados soportan la conclu-
sión de que el uso de megadosis de adv-vectores
garantiza un incremento en los niveles de expresión,
la tan esperada citoprotección atribuida a la prein-
munización fue sólo observada a nivel de la expre-
sión local del transgen. Paradójicamente, nosotros
observamos importantes hallazgos de citotoxicidad
periférica.

La presentación de hepatitis en el grupo de rato-
nes preinmunizados fue un fenómeno por completo
inesperado, ya que nosotros habíamos hipotetizado
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que la inmunidad humoral pudiera tener un efecto
protector, en virtud de que algunos estudios
preclínicos, incluido el nuestro, habían demostrado
que la presencia de anticuerpos neutralizantes en
contra de adenovirus limitan la transferencia del
vector hacia el parénquima hepático.17 En el pre-
sente estudio reportamos lo contrario, ya que en el
grupo preinmunizado se observó una elevada mor-
talidad (60%) dentro de las primeras 18 horas des-
pués de la inyección y los estudios enzimáticos y
anatomopatológicos evidenciaron la presencia de
hepatitis. Estas alteraciones no fueron observadas
en el grupo control.

La ausencia de hepatotoxicidad en los animales
sin inmunidad preexistente fundamenta que la toxi-
cidad no es una consecuencia directamente asocia-
da con la inyección de partículas virales, y sugiere
que esta complicación se debe al montaje de una
respuesta inmune combinada con el uso de dosis
masivas de adenovirus.

No obstante que los factores que transforman una
respuesta inmunológica de protectora a citotóxica
no fueron evaluados en este estudio, podemos es-
pecular que el rápido desarrollo de síntomas, así
como su coincidencia con la presentación de anti-
cuerpos, sugiere que una respuesta inmune humoral
pudiera ser la responsable de esta cascada de even-
tos: inicialmente el complejo de viriones unidos con
anticuerpos o con plaquetas ocasionaría el depósi-
to de los mismos a nivel celular, provocando reac-
ciones inflamatorias a través de la activación del
sistema del complemento. Estos complejos inmunes
originan también hepatoxicidad y plaquetopenia en
modelos murinos,18, 19 y la activación del comple-
mento después de la infección con adenovirus ha
sido demostrada en humanos.11 Posteriormente, la
activación del complemento puede conducir a la
activación de citoquinas, factores  transcripcionales
o de señales de apoptosis que ocasionan una infla-
mación sistémica, diestrés respiratorio y falla orgá-
nica múltiple que conlleva a la muerte del pacien-
te.10, 11

En conclusión: la existencia de inmunidad en
contra de adenovirus antes de la administración
intratumoral de vectores virales, puede obstaculizar
la diseminación de los viriones desde el sitio de la
inyección hacia el hígado y puede ser un factor pro-
tector cuando se usan dosis moderadas del vector.
Sin embargo, cuando se administran dosis eleva-
das de partículas virales, se pueden presentar serios
problemas de toxicidad hepática, que pueden oca-

sionar la muerte del paciente.
Los aspectos etiológicos de la hepatotoxicidad

necesitan ser estudiados a profundidad a causa de
las enormes implicaciones bioéticas que tienen en
los protocolos de terapia génica. Es probable que la
toxicidad se presente sólo cuando se utilizan dosis
altas de adv-vectores, como las utilizadas en nuestro
estudio. Esta suposición se sustenta en el hecho de
que no observamos fenómenos de toxicidad en los
animales controles, ni en aquellos que fueron inocu-
lados con dosis menores de 1X 10 13 .p.v/kg. Ade-
más, estudios clínicos previos en los que se han usa-
do dosis bajas de adenovirus (<1X 10 10  .p.v/kg.
han reportado una discreta toxicidad, aun después
de la administración repetida del vector.12, 13, 20

Otro aspecto que amerita ser evaluado es la in-
teracción que guardan la predisposición individual
a la infección por adenovirus, la idiosincrasia de la
respuesta inmunológica, y las condiciones del mi-
croambiente hepático, con las características del
vector, su dosificación y la vía de administración.
Determinando esta interacción podemos predecir los
efectos de una inyección local (IT) en un escenario
sistémico, y comprender como una respuesta inmune
esencialmente protectora se puede transfigurar en una
cadena de eventos destructivos. A la luz de esta evi-
dencia, es necesario proceder con cautela y realizar
una evaluación clínica exhaustiva antes de utilizar
vectores adenovirales en protocolos de terapia géni-
ca, especialmente cuando se pretende utilizar ran-
gos de dosis cercanos al umbral de toxicidad.

Diseño experimental

Para investigar los efectos de la inmunidad humoral
contra adenovirus en un modelo murino, se inocula-
ron 45 animales con células de cáncer de mama.
Después de un período de tumorigénesis de cuatro
semanas, los animales fueron agrupados en tres di-
ferentes grupos de estudio e inmunizados de la ma-
nera siguiente:

El primer grupo quedó conformado por 15 rato-
nes inoculados por vía subcutánea con el vector
adenoviral portador del gen reportero GFP. La can-
tidad de vector inoculada fue de 1X1011 p.v en 20¼l.
El segundo grupo de estudio quedó integrado por
15 ratones inoculados con la misma dosis del vector
pero por vía intratumoral, mientras que el grupo con-
trol no recibió adenovirus y sólo se le inyectó por -vía
subcutánea- Tris-GVL buffer. Adicionalmente, se in-
yectaron cinco ratones inmunodeficientes RAG-2, los

EFECTO DE LA PREINMUNIZACIÓN SOBRE LA EFICACIA TERAPÉUTICA Y TOXICIDAD DE LA TERAPIA GÉNICA ANTITUMORAL



CIENCIA UANL / VOL. VI, No. 4, OCTUBRE-DICIEMBRE 2003 503

cuales fueron utilizados como segundos controles,
ya que, aunque recibieron la inyección de adenovi-
rus, no tienen capacidad de generar anticuerpos.

Dos semanas después de la inmunización (día
14), todos los animales fueron inoculados con un
segundo tipo de adenovirus portador de la secuen-
cia codificante de luciferasa, con la finalidad de
monitorear los niveles de expresión de la proteína
reportera dentro del tumor, así como la disemina-
ción del vector a otros órganos. La inyección se rea-
lizó directamente dentro del tejido tumoral a una dosis
de 1X 1011 p.v./20 µl.

Dos, siete y catorce días después de la reinmuni-
zación (días 16, 21 y 28) se sacrificaron cinco ani-
males de cada grupo. Se tomaron muestras de hí-
gado, bazo, ovario, piel y tumores. Todos los órga-
nos extraídos fueron examinados inmediatamente y
de manera directa por medio de un microscopio de
inmunofluorescencia, para efectuar un análisis cua-
litativo de los niveles de fluorescencia presentes en
cada una de las muestras biológicas. Posteriormen-
te, se realizó el ensayo de luciferasa con el propósi-
to de determinar de manera cuantitativa los niveles
de expresión de los genes reporteros.

Antes, durante y al final del experimento se to-
maron muestras de sangre de cada animal (días 0,
14, 16, 21 y 28) con la finalidad de establecer los
niveles de anticuerpos circulantes en contra de ade-
novirus; mediante los ensayos de ELISA y de anti-
cuerpos neutralizantes.

Para estudiar si la preinmunización permite el uso
de dosis progresivas de adenovirus sin la presenta-
ción de hepatotoxicidad, se utilizó una población
de 35 ratones Balb/c, los cuales fueron divididos en
siete diferentes grupos de cinco ratones cada uno.
Durante el día 0 del experimento, cinco grupos de
animales recibieron preinmunización con AdV-
FT2M59, mientras que dos grupos fueron inyecta-
dos con solución de amortiguador de fosfatos (PBS)
para constituir los dos grupos control.

En el día 14, todos los animales preinmunizados
fueron inyectados por vía intratumoral con dosis cre-
cientes de AdV-Luc como se explica a continuación:
grupo 1: 2X109,  grupo 2:  6X109,  grupo 3:  2X1010,
grupo 4:  6X1010, grupo 5: 2X1011, v.p./20µl/tu-
mor. Del mismo modo, durante el día 14, a los 2
grupos de animales controles se les inyectó con AdV-
Luc a una dosis de 2X109, y  6X1010 Á9 C, serotipo
Ad-5 de la familia Adenoviridae. Fueron construi-
dos según el método propuesto por Rosenfeld y  Bett21

dentro del Gene Vector Laboratory del Center for

Cell and Gene Therapy del Baylor College of Medi-
cine, de Houston Texas. De acuerdo a las normas
de las buenas prácticas de laboratorio, utilizando
condiciones estándar.22, 23

Durante la etapa de preinmunización se utilizó el
AdV-5 AFT2M59, carente de genes reporteros
(gutless), el cual fue empleado para  inducir la pro-
ducción de anticuerpos en el grupo de animales
preinmunizados. El uso de un vector  sin genes re-
porteros fue necesario para evitar la producción de
anticuerpos en contra del transgen.

Para determinar la expresión cuantitativa de los
genes reporteros se utilizó un segundo vector (Adv-
Luc) de origen humano, portador de una secuencia
exógena que codifica para una proteína enzimática
conocida como luciferasa. Adv-Luc contiene un casete
de expresión en la región E1, construido con el pro-
motor de Citomegalovirus (CMV), el DNAc que co-
difica para luciferasa y la señal de poliadenilación
de SV40.  Ambos vectores adenovirales fueron pro-
pagados en células 293 y, posteriormente, purifica-
dos por centrifugación diferencial en gradientes de
cloruro de cesio. La titulación de ambos vectores
osciló entre un rango de 9X10 12vp/ml. 23, 24

Animales

Se utilizaron ratonas a la cepa Balb/c, de 20g de
peso (Harlan Sprague Dawley, Inc. Indianapolis, IN).
También se utilizaron ratonas inmunodeficientes de
la cepa RAG-2 (recombinase activating 2 gene). Los
animales  homocigotos para la mutación en el gen
RAG-2 carecen de células B y células T, ya que la
deleción de este gen ocasiona un bloqueo en la di-
ferenciación temprana de estas líneas celulares.

Como criterio de terminación del experimento se
decidió sacrificar a los animales con un crecimiento
tumoral mayor de 2250  mm3, o de un peso igual o
mayor al 10% del peso corporal. También se sa-
crificaron los animales enfermos que presentaron
caquexia, dificultad respiratoria, hipoactividad y ata-
que a su estado general. La eutanasia se efectuó
por asfixia en una atmósfera saturada con C02.

Líneas celulares

Para inducir el crecimiento de tumores en los anima-
les experimentales, se utilizó la línea celular TM40-
D. Esta línea se deriva de ratonas vírgenes normales
de la cepa Balb/c y se generó a partir de células
murinas del epitelio mamario (FSK), cultivadas du-
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rante períodos de tiempo variable. Las células FSK
fueron inyectadas en el tejido adiposo de las almo-
hadillas mamarias de modelos murinos y después
de 11, pasajes seriados, las células transplantadas
generaron tumoraciones alveolares preneoplásicas
con gran capacidad de tumorigénesis.25 Los cultivos
celulares fueron mantenidos a 370C en una atmós-
fera de C02 , utilizando medio D-MEM suplementa-
do con suero fetal de ternera al 10%. Cuando la
confluencia celular fue cercana al 80%, las células
en monocapa fueron lavadas con PBS y, posterior-
mente, tratadas con tripsina al 5%, después de un
nuevo lavado y centrifugado, las células fueron con-
tadas, resuspendidas en D-MEM y finalmente inyec-
tadas por vía subcutánea en la región dorso-lateral
de cada uno de los animales bajo estudio.

Métodos

Ensayo de ELISA

Para la cuantificación de anticuerpos específicos en
contra de adenovirus en el plasma de los animales
preinmunizados, se utilizó un método indirecto de
ELISA,26 en donde el adenovirus-5 AFT2M59 fue uti-
lizado como antígeno. Para este propósito se utilizó
una solución de 8.87X1012 p.v./ml, las partículas
virales fueron fijadas por enlaces no covalentes en
la base de una microplaca de titulación con 96
celdillas y el exceso de antígeno se lavó con una
solución de amortiguador de fosfatos y detergente
tween 20 (Phosphate Buffered Saline Plus Tween 20
(20X). Cat. RP 0014. ScyTek Laboratories.  Logan
Utah, U.S.A). Las celdillas fueron llenadas con
superblock bloking buffer en PBS (Pierce. Rockford,
Illinois. U.S.A. Cat. No. 37515) para bloquear los
epítopes inespecíficos de las proteínas que pudieran
unirse con los anticuerpos y obstaculizar el ensayo.

Enseguida, se añadieron las muestras de suero
en las celdas correspondientes; cualquier anticuerpo
específico contra adenovirus se uniría a la fase sóli-
da. El complejo de antígeno-anticuerpo fue cuantifi-
cado por medio de una técnica de “sándwich”, uti-
lizando un conjugado de anti-inmunoglobulina-en-
zima (Pierce Cat. No. 32490.), el cual se une al an-
ticuerpo anti-Ad-5, previamente fijado en la fase só-
lida.

Finalmente, se añadió el substrato para la enzi-
ma (3,3’,5,5’-tetramethyl Benzidine Substrate
Solution. Pierce Cat. No. 3402) que produce una
reacción colorimétrica, la que fue cuantificada como

un incremento en la absorbancia, a través de un es-
pectrofotómetro (ELX800 Universal Microplate
Reader Bio-Tek Instruments).

Ensayo de neutralización de adenovirus. La téc-
nica se realizó en células en cultivo, con la finalidad
de medir la capacidad de los anticuerpos -específi-
cos contra adenovirus- para inhibir la infección (lisis)
de las células por las partículas virales en estudio. El
título de neutralización fue visualizado como un mar-
cador subrogado de la habilidad del anticuerpo para
prevenir la infección in vivo.27

Para tal efecto, se emplearon placas de 96 cavi-
dades donde se mezclaron 50 µL de las diferentes
diluciones del suero con igual volumen de cada uno
de los aislamientos virales (100 TCID50 Ui /0.05ml).
Las diluciones fueron realizadas en medio MEM su-
plementado con suero fetal de ternera al 2%
inactivado por calor. Después de incubar durante 1
h a 37 °C, se adicionaron 100 µL de una suspen-
sión de células Vero -en medio 199, con suero fetal
de ternera al 10 % - a una concentración de 2X105

células/ml.
Enseguida las placas fueron incubadas a 370C

bajo una atmósfera de C02 al 5% durante 3-5 días.
Los resultados fueron obtenidos cuando el título de
infectividad del virus fue de 30 a 300 TCID50 Ui. El
título de neutralización fue considerado como el 50%
del efecto citopático (CPE) comparado con el con-
trol.

Ensayo de luciferasa. Para determinar cuantitati-
vamente el nivel de expresión génica se utilizó un
adenovirus portador de la secuencia reportera que
codifica para luciferasa. La actividad de la enzima
fue determinada por medio del ensayo de lucifera-
sa28 (Promega Madison, WI. U.S.A. Cat. E1500).
Para iniciar el ensayo, cada tejido/órgano fue lava-
do con buffer de fosfatos, y cada muestra fue colo-
cada en tubos de polipropileno conteniendo 2 ml
de buffer de lisis [25 mM Tris –phosphate pH 7.8, 2
mM dithiothreitol (DTT), 2 mM 1,2 diaminocyclo-
hexane-N,N,N’,N’-tetraacetic acid, 10% glycerol, 1%
Triton X-100]. Posteriormente, cada uno de los teji-
dos en estudio fue sometido a homogenización me-
cánica, utilizando un homogenizador (Ultra-Turrax
laboratory disperser/homogenizer, IKA works #
27950-00). Cada homogenizado fue sometido a
centrifugación a 2000 RPM X 2min, con la finalidad
de eliminar el sedimento de detritus celulares, mien-
tras que el sobrenadante fue almacenado a -800C.
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Para medir la actividad de luciferasa, se mezclaron
20 µl de cada homogenado con 100 µl del reactivo
de luciferasa [20Mm tricine, 1.07 mM (MgCO3)4 Mg
(OH)2.5H2O, 2.67 Mm MgSO4, 0.1 Mm EDTA, 33.3
Mm DTT, 270¼M coenzyme A, 470¼M luciferina,
530¼M ATP, pH final= 7.8]. Inmediatamente des-
pués se cuantificó la emisión de luz durante un pe-
ríodo de 10 segundos, en un luminómetro modelo
TD-20/20.

Tumorigénesis. Para establecer el modelo de
tumorigénesis se utilizó la línea celular TM40-D, con
la finalidad de producir una fenocopia de tumores
ortotópicos en ratones Balb/c, y poder investigar los
efectos de la respuesta inmune humoral sobre la trans-
ferencia y expresión genéticas de tumores inyecta-
dos con vectores adenovirales. Para este propósito,
los animales fueron anestesiados con pentobarbital
(NembutalR, Abbott Laboratories. Chicago, IL) a una
dosis de 50 mg/Kg. Posteriormente, cada animal
fue inoculado con células TM40-D a una concen-
tración de 1X106, en un volumen de 50 µl.

Después de un período de tumorigénesis de 3-4
semanas -en el cual los tumores alcanzaron un diá-
metro de 50 a 60 mm3,- los animales fueron
inmunizados con AdV-Luc a una dosificación de 1X
1011 p.v./20 µl. Para evaluar el crecimiento tumoral,
los tumores fueron medidos cada cuatro días en sus
dos ejes perpendiculares, utilizando un calibrador
digital tipo vernier; el volumen tumoral fue calcula-
do con la fórmula (a X b2 )/2, en donde a es el eje
mayor y b es el eje menor del tumor.

Recolección de tejidos y muestras de suero. Para
la obtención de las muestras de hígado, bazo, ova-
rio, pulmón y tumores, se sacrificaron los ratones por
medio de dislocación cervical. Inmediatamente se
realizó una laparotomía a cielo abierto, y se proce-
dió a disecar y remover a cada uno de los órganos
en estudio. Todas las muestras fueron colocadas en
recipientes con nitrógeno líquido y luego almacena-
das a -800

 C.
La extracción de sangre se realizó bajo anestesia

general, siguiendo el método modificado de pun-
ción del seno retro-orbital. Para ello se utilizó una
micropipeta de 200 µl; con puntillas embebidas de
heparina y cortadas en forma diagonal para facili-
tar la punción. De cada animal se extrajeron 200 µl
de sangre total, los cuales fueron centrifugados a
2000 RPM x 4 min, el plasma sobrenadante fue al-
macenado a -800C  para su estudio posterior.

Análisis enzimáticos. Para la determinación de la
actividad de enzimas hepáticas se cuantificaron los
títulos de las enzimas alanina aminotransferasa (ALT),
aspartato aminotransferasa (AST) y fosfatasa alcalina
(ALP). Los valores respectivos son reportados en Uni-
dades Internacionales por Litro.

Estudio anatomopatológico. Durante la necropsia
de los animales se procedió a recolectar los diferen-
tes tejidos bajo estudio. Cada órgano fue sumergi-
do en formol, después de su fijación los bloques
fueron deshidratados en concentraciones crecientes
de alcohol, aclarados con xilol e incluidos en para-
fina. Los cortes se realizaron en un microtomo,
obteniéndose una cinta de rebanadas de tejido de
5 a 8 micras de espesor. Finalmente, los cortes fue-
ron teñidos con la técnica de hematoxilina y eosina
y se examinaron con el microscopio de luz.

El hígado, pulmón y bazo de cada animal fue-
ron examinados para la búsqueda de hepatitis, neu-
monía intersticial e hiperplasia esplénica. Los cam-
bios histológicos fueron catalogados con una esca-
la del 0 al 4, en donde el cero representa la morfo-
logía normal y el 4 severa inflamación, hiperplasia
o necrosis.

Análisis estadísticos

El procesamiento estadístico de los resultados obte-
nidos durante los ensayos de luciferasa, ELISA y an-
ticuerpos neutralizantes en los diferentes grupos de
estudio, se realizó por medio de la prueba T de
Student y del análisis de varianza unidireccional.

Resumen

“Efecto de la preinmunización con adenovirus sobre
la eficacia terapéutica y toxicidad de la terapia gé-
nica  antitumoral”

Objetivo: Determinar si la inyección intratumoral
de adenovirus portadores de genes reporteros indu-
ce, o no, la producción de anticuerpos en contra del
vector, y establecer si la presencia de éstos influye en
la efectividad terapéutica y toxicidad de la terapia
génica del cáncer mediada por vectores adenovira-
les.

Resultados y conclusiones: En los animales no
inmunizados, la diseminación de los vectores ade-
novirales desde el sitio de la inyección es homogé-
nea y de carácter sistémico. La preinmunización oca-
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siona una significativa reducción en el nivel y dura-
ción de la expresión de luciferasa. Esta disminución
es más importante en el hígado, comparada con la
expresión dentro del tumor. El uso de dosis elevadas
de vectores virales en animales con inmunidad pre-
existente, restituye los niveles de expresión intratumoral
a niveles comparables con los observados en ani-
males controles. Sin embargo, los fenómenos de
toxicidad hepática observados en los animales pre-
inmunizados necesitan ser estudiados con más deta-
lle, debido a las enormes implicaciones terapéuticas
que los vectores adenovirales tienen en el tratamien-
to del cáncer.

Palabras clave: Adenovirus, Terapia Génica, Prein-
munización, Toxicidad, Inmunidad preexistente.

Abstract

Objective: Preimmunization to adenoviruses may
influence the therapeutic effectiveness and toxicity of
adenoviral-mediated gene therapy for cancer. This
study was undertaken to evaluate the impact of
intratumoral preimmunization on adenoviral  vector
expression and toxicity. Results and Conclusions: A
preferential decrease in adenoviral vector expression
is observed in liver compared to tumor after
preimmunization. Higher adenoviral doses restore
intratumoral adenoviral expression to levels compa-
rable to those of naive animals. However, the hepatic
toxicity observed in preimmunized animals needs to
be further assessed due to the therapeutic implications
for the treatment of cancer with multiple courses of
adenoviral-mediated gene therapy.

Keywords: Adenovirus, Gene Therapy, Preimmuni-
zation, Toxicity, Pre-existing immunity.
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