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Resumen

La terapia con genes postula el uso terapéutico del DNA como
una nueva alternativa de la biomedicina para el tratamiento de
las enfermedades humanas. Todas las proteinas estan codifica-
das en el DNA, y muchas enfermedades resultan de: a) la au-
sencia o0 expresion aberrante de uno o mas genes; b) la ausen-
cia de formas funcionales; c) alteraciones en su proceso de
regulacion, transporte o degradacion. Por lo tanto, tales enfer-
medades pueden ser potencialmente tratadas, restableciendo la
expresion de la proteina involucrada en las células afectadas.
Sin embargo, para lograr una transferencia exitosa del material
genético al sitio blanco y evitar la destrucciéon del DNA o del
vehiculo seleccionado antes de llegar al sitio de interés, se han
desarrollado varios sistemas virales. Entre los virus mas cono-
cidos estan: el virus del herpes simple, adenovirus tipo 5, virus
adenoasociado y algunos retrovirus complejos (lentivirus). En
este articulo se exponen las caracteristicas biolégicas, la mani-
pulacién genética y propiedades de los adenovirus, asi como su
empleo en la medicina actual como vectores para transferir ge-
nes y su potencial implicacién en la terapia génica

Palabras clave: terapia génica, adenovirus, transcomplementa-
cion, transduccién, plasmido.

Summary

Gene therapy is based on the use of DNA as a therapeutic
material as an alternative therapeutic tool for treatment of human
diseases. All proteins are codified into the DNA and several dis-
eases result from the absence or aberrant expression of one or
related genes, absence of expression of functional proteins, and
alterations for regulation process in transport and degradation
mechanisms. In this regard, several diseases could be potential-
ly treated through the expression of the normal form of the in-
volved protein. However, the main objective is to achieve a suc-
cessful genetic material delivery into the target site and avoid the
destruction of DNA or the selected vehicle before arrival at the
final destination. Several efficient viral gene transfer systems
have been developed. Viral-mediated gene delivery for experi-
mental models has been designed from herpes virus (HV), ade-
novirus (adenovirus), adeno-associated virus (AAV) and retro-
viruses (lentiviral vectors). In this review we will discuss the
specific biological and cloning properties of adenoviral vectors
as a gene transfer tool and potential medical implications for
gene therapy.

Key words: gene therapy, adenoviral vectors, transcomplemen-
tation, gene delivery, plasmid.
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Introduccion

La introduccion de material genético exdgeno para restaurar
una funcion es la piedra angular de la terapia con genes en el
tratamiento de las enfermedades humanas. Sin embargo, en
los modelos in vivo existen limitaciones para lograr una trans-
ferencia exitosa del material genético al sitio blanco, como la
destruccion del DNA o del vehiculo seleccionado antes de
llegar al sitio de interés.’® Entre los sistemas para transferir
genes, los vectores virales son el modelo més eficiente para la
terapia génica.*’

Los virus son entes de vida parésita celular obligada, cuyo
principal objetivo en el curso de la evolucion es infectar célu-
las con una gran especificidad sobre un tipo celular (tropis-
mo). Son altamente eficientes para transferir su propio DNA a
la célula huésped y promover la generacion de nuevos virio-
nes. El reemplazo de los genes necesarios para el inicio de la
replicacion (genes no esenciales) con otros genes de interés
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terapéutico, es empleado para la generacion de vectores vira-
les recombinantes, que pueden transducir el tipo celular para
los que son normalmente infecciosos. Las modificaciones del
genoma de varios tipos de virus han mejorado la eficiencia de
la infeccion y la expresion de genes de interés para ser utiliza-
dos como vectores.

En general, durante la produccion in vitro de vectores vi-
rales recombinantes, las proteinas derivadas de los genes no
esenciales son provistas por transcomplementacion, via dos
estrategias:

e Por una linea celular transformada de manera estable, la
cual se denomina célula empaquetadora.®

e Por la cotransfeccion temporal del plasmido que provee
los genes requeridos. Ademas, los vectores virales recom-
binantes pueden mantener o suprimir su capacidad de re-
plicacion (replicativos y no replicativos),®* o inducir esta
caracteristica bajo circunstancias especificas (replicativos
condicionados).!*13

Sin embargo, conocer los aspectos bioldgicos y molecula-
res de su interaccion silvestre con células eucariontes ha colo-
cado a los vectores adenovirales recombinantes como la herra-
mienta mas poderosa para la introduccion de genes en diversos
modelos terapéuticos de enfermedades humanas, asi como la
plataforma mas eficiente para la generacién de vacunas.**

Métodos para la transferencia de genes

Existen varios métodos para la transferencia de genes, los
cuales estan clasificados en dos grupos:

e Meétodos no virales.
e Meétodos virales.
Los métodos no virales comprenden:

a) Inyeccidn directa o por biobalistica in situ del plasmido
que contiene el gene de interés.

b) Métodos quimicos como la precipitacién con fosfato de
calcio (solo es eficiente in vitro).

¢) Encapsulacion del DNA por micelas de lipidos catidnicos.

d) Conjugacion con polimeros inertes de alto peso molecular
como DAE dextran, polietilenglicol, o uso de polimeros
para el plegamiento del DNA y encapsulado por micelas de
lipidos catiénicos. Sin embargo, estos sistemas son poco
eficientes en modelos in vivo.

Una nueva innovacioén tecnolégica de los métodos no vi-
rales es la generacion de nanoparticulas poliméricas, las cua-
les son estructuras con carga positiva de alta afinidad por el
DNA y que poseen alta afinidad por moléculas de superficie,
y que internalizan el DNA.!516

Los métodos virales comprenden el empleo de estructuras
virales para la introduccién de material genético hacia el inte-
rior de la célula. Entre estos virus se encuentran los DNA vi-
rus, como el adenovirus serotipo 3, 5, 6, y 7, los virus adeno-
asociados (serotipos 4, 5y 6), el virus de la influenza, el rotavi-
rus, los RNAvirus, como el virus de la leucemia murina, lentivi-
rus y el herpes virus, entre los mas empleados (cuadro I).

Biologia molecular del adenovirus

Los adenovirus fueron aislados por Rowe y colaboradores en
1953, y se identificaron como el agente causal de infeccio-
nes del tracto respiratorio superior. Este mismo grupo de in-
vestigadores los identific6 también como causantes de enfer-
medad en infecciones conjuntivales y del tracto urinario, lo
que conllevo al inicio del conocimiento de su biologia como
agentes patgenos para aves, humanos y otros mamiferos.
Actualmente se conocen 51 serotipos que infectan al humano
(Ad1-Ad51), los cuales estan clasificados en seis grandes
subgrupos de la Aa la F (cuadro I1). Los serotipos del subgru-
po C: Ad2, Ad5 y Ad7, son los mejor caracterizados desde el
punto de vista molecular y genético.®®

Cuadro I. Tipos de vectores virales. Principales familias de virus propuestos en la actualidad como vectores potenciales
para la terapia con genes

Tipo

Tamafio del transgene/expresion Tropismo celular

Virus del herpes simple tipo 1 (HSV 1)

Adenovirus

Retrovirus, Lentivirus

Virus adenoasociado
de larga duracion

1.5 kb/expresion permanente

1-11 kb/expresioén transitoria

1-7 kb/expresién permanente

1.20 kb/expresion transitoria

Neuronas, células de la glia y células nervio-
sas periféricas

Células mesenquimaticas, epitelio pulmonar,
epitelio intestinal

Células hematopoyéticas embrionarias y pe-
riféricas adultas, linfocitos

Células musculares (esqueléticas, cardiacas

y lisas), condrocitos, fibroblastos y células
epiteliales
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Cuadro Il. Clasificacién de los Mastadenovirus. Taxondmicamente la familia adenoviridae se divide en
dos géneros: mastadenoviridae y aviadenoviridae. El género mastadenoviridae incluye los subtipos
humanos, simio, bovino, equino, porcino, ovino y canino

Subgrupo Serotipo

Grupo por hemaglutinacion

Adenovirus humano. Subgrupo A 12,18, 31

Adenovirus humano. Subgrupo B

v

B1:3,7,16, 21, 50 |

B2: 11,14, 34, 35

Adenovirus humano. Subgrupo C 1,2,5,6

Adenovirus humano. Subgrupo D

8,9,10, 13, 15,17, 19, 20, 22-30, I

32, 33, 36-39, 42-49, 51

Adenovirus humano. Subgrupo E 4
Adenovirus humano. Subgrupo F 40, 41

Adenovirus de chimpancé

C1, C2, C5, C6, C7, C68 |

Patrones de aglutinacion

I. Completa aglutinacion de eritrocitos de mono
Il. Completa aglutinacion de eritrocitos de rata
lll. Aglutinacién parcial de eritrocitos de rata
IV. Poca o nula aglutinacién

Estructura adenoviral

El adenovirus esta constituido por una capside externa, un
ndcleo proteico central que cubre al DNA lineal y varias protei-
nas accesorias. La capside tiene una conformacion icosahédri-
ca (compuesta por 20 caras y 12 vértices) y esta constituida por
252 subunidades o capsémeros, de los cuales 240 son hexones
distribuidos en forma plana en las 20 caras; 12 son pentones
que constituyen los vértices. Como su nombre lo sugiere, cada
hexdn o pentdn estd rodeado de cinco o seis unidades vecinas,
respectivamente. El pentén estd constituido por una base que
forma parte de la superficie de la cdpside y proyecta una fibra,
con un extremo en forma de “perilla”, conocido como fraccion
globular (figura 1). Los estudios comparativos de analisis elec-
troforético de las proteinas de la céapside y los inicios de los
marcos de lectura (ORFs) en el genoma, sugieren 11 tipos de
proteinas estructurales. Estas proteinas se clasifican de manera
convencional en nimeros romanos (I a XI). Siete de estos poli-
péptidos constituyen la cépside, de los cuales el polipéptido 11
(de 967 aminoacidos) es el constituyente mas abundante del
virién. Cada hexon estd formada a su vez por tres moléculas
asociadas fuertemente de polipéptido tipo Il. Los polipéptidos
VI (217 aa), VIII (134 aa) y IX (139 aa) brindan estabilidad al
capsoémero, y los polipéptidos VI y VIII unen la capside con el
ndcleo central del virién. Cinco unidades asociadas del poli-
péptido 111 (571 aa) forman la base del pent6n. Entre éstas, el
polipéptido I11A (566 aa), se encuentra rodeando al penton para

permitir su unién con el hexdn adyacente, y también funciona
como punto de union entre el hexon y la proteina V1I del nicleo
central. El polipéptido IV (582 aa) forma la proteina fibrilar trimé-
rica, la cual se proyecta en cada vértice del icosahedro. La unién
de la base pentamérica y la fibra es denominada también capsé-
mero-pent6n. EI ndcleo del virién contiene cuatro proteinas
bésicas ricas en arginina, ademas de la existencia de dos copias
del genoma viral en forma de DNA codificante. Los polipépti-
dos V (368 aa), VII (174 aa) y la proteina pu (19 aa), son las tres
proteinas que tienen contacto con el DNA. No se conoce la
funcion de la proteina pu, pero el polipéptido VII es el mayor
constituyente del nlcleo y realiza una funcion analoga a la
histona, apareciendo como eje central alrededor del cual se
enrolla el DNA. El polipéptido V se une a la base del pent6n y
funciona como punto de anclaje entre el nicleo y la céapside.
Las cuatro proteinas presentes en el nlcleo también son cono-
cidas como proteinas terminales (PT) de 671 aa y se unen de
manera covalente al extremo 5’ del DNA.

Genoma adenoviral

El adenovirus-2 fue el primer serotipo en ser secuenciado y su
genoma es de 35,937 pares de bases; posteriormente se carac-
terizo el adenovirus serotipo-5. Ambos genomas comparten
95 % de identidad,'” excepto en las regiones codificantes para
la proteina fibrilar. EI DNA adenoviral tiene dos secuencias de
repeticiones terminales invertidas de 100 a 140 pb. Las se-
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Figura 1. A) Estructura de un adenovirus y proteinas que lo constituyen. B) Micrografia electronica de
un adenovirus mediante tincion negativa (X150K). Programa de Biomedicina, Departamento de Morfolo-
gia Celular y Molecular, Centro Nacional de Rehabilitacion, México.

cuencias de repeticiones terminales invertidas ubicadas en
cada extremo del DNA lineal confieren la capacidad para apa-
rear y circularizar el DNA viral durante la replicacion. Ademas,
contiene secuencias en cis que reconocen las proteinas de
empaquetamiento, las cuales estan localizadas a cientos de
pares de bases y en el extremo terminal de la secuencia genoé-
mica. El cromosoma viral contiene:

» Cinco unidades de transcripcion temprana (E1A, E1B, E2,
E3yE4).

e Dos unidades tempranas retardadas (IX e 1\Va2).

* Una unidad tardia o tardia principal, la cual es procesada para
generar cinco familias de RNAs tardios (L1 a L5). Estos RNA’s
son procesados principalmente por RNA polimerasa I11.

También contiene uno o dos genes VA-RNA que codifican
para RNA’s asociados a virus y que son procesados por la
RNA polimerasa Ill. La secuencia de transcripcion de genes
de 5" a 3" involucra los genes E1A, E1B, IX, unidad ML tardio
principal, VA-RNA para la cadena derecha (3’ a 5’) y para la
cadena izquierda (3’ a5’), E4, E2 y IVa2 (figura 2).

Replicacion viral
En general, un ciclo de replicacién viral comprende entre 20 y

24 horas, pero la expresion de las unidades transcripcionales
tempranas inicia dos horas después de la adsorcion.

Adsorcion y entrada

La adsorcion o entrada del virus a la célula huésped es clési-
camente un mecanismo de endocitosis mediada por receptor.
Mas de 85 % de los virus que alcanzan la superficie externa de
la membrana celular es internalizado por esta via. La unién del
virus a la superficie celular es efectuada mediante la interac-
cion de la fraccion globular “knob” de la proteina fibrilar del
penton con el receptor CAR (Receptor Coxanquie-Adenovi-
rus), localizado en la superficie externa de la célula blanco.'®
Una vez iniciado este primer paso, las proteinas de la base del
penton interactlian con las integrinas o, B,y o, f; las cuales a
su vez inician el mecanismo de internalizacion por endocito-
sis. Este segundo evento del mecanismo de entrada se da por
reconocimiento de la secuencia de arginina-glicina-aspartato
de los cinco polipéptidos Il de la base del penton, la cual
también esté presente en otras moléculas de la matriz extrace-
lular como la fibronectina. La mutacion en la secuencia argini-
na-glicina-aspartato disminuye la eficiencia de internalizacion
del virus.?2 También se ha descrito un mecanismo de unién al
dominio Al de moléculas del complejo mayor de histocompa-
tibilidad tipo 1 (CMH-1).% Una vez dentro de la vesicula endo-
citica, el medio &cido favorece el proceso de desensamblaje
de la cépside por cambios conformacionales de las proteinas
inducidos por pH, liberando al complejo proteina/DNA. Al
mismo tiempo, las proteinas de superficie desestabilizan la
vesicula endocitica y permiten la liberacion del complejo nd-
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Figura 2. Organizacién del genoma adenoviral y su orientacion para la transcripcion. La localizacion corresponde
a la nomenclatura en unidades de mapa (UM) que representa el total de pares de bases dividido entre 100.

cleo-proteico al espacio citoplasmico, y su posterior intro-
duccién al espacio nuclear mediante los poros de la membra-
na. La entrada al nucleo es facilitado por un fenémeno de
deslizamiento sobre los microtdbulos y una vez en el ndcleo
se inicia el proceso de trascripcion en dos etapas:

e Transcripcion de genes tempranos.
e Transcripcion de genes tardios.

Transcripcion del genoma adenoviral

Como su nombre lo indica, las unidades transcripcionales tem-
pranas son las primeras en ser expresadas. Cada una codifica
para un nimero de proteinas, cuyos RNA son transcritos por
un solo promotor y posteriormente son editadas a través un
proceso de empalme alterno.

La subunidad E1A es la primera en ser transcrita, codifica
para un factor indispensable para activar la transcripcion de
otros genes necesarios para la replicacion viral, a través de
secuencias TATA.?? Esta activacion transcripcional se lleva a
cabo por dos proteinas codificadas en la subunidad EIA: las
proteinas 12S y 13S. La expresion genética de este factor es
controlada por un promotor constitutivo y no se han determi-
nado los elementos que la activan/regulan, sin embargo, se
sabe que interactla con TBP a través de la interaccion de
dominios CR3 de la proteina 13S. La proteina 12S, a su vez, se
une a Drl, blogueando su unién con TBP. Como resultado,
ambas proteinas activan la transcripcion a través de secuen-
cias TATA y liberan la represion transcripcional. Este factor
de transcripcion también inhibe el efecto antiviral del interfe-
ron B.

La subunidad E1B codifica para dos proteinas que coope-
ran con los elementos E1A. La proteina E1B1 modula la progre-

sion del ciclo celular. E1B2 se une a la proteina p53 en su extre-
mo aminoterminal y antagoniza su funcion proapoptotica.

La unidad transcripcional E2 codifica para tres diferentes
proteinas relacionadas directamente con la replicacion del
DNA viral.Z2 E2A codifica para una proteina de unién a DNA
de una sola cadena (DBP) y es requerido para la duplicacién
del DNA, tanto in vivo como in vitro. También se le ha atribui-
do funciones reguladoras de la transcripciéon. Los dos pro-
ductos del gen E2B, adenovirus-DNA polimerasa y la protei-
na terminal TP, se acumulan en la célula infectada y son indis-
pensables para la replicacion viral. La adenovirus-DNA poli-
merasa presenta peculiaridades y semejanza a otras polimera-
sas encontradas en otros virus o eucariontes, sin embargo, en
ensayos funcionales in vitro ninguna de estas polimerasas
realiza la funcion de la adenovirus-DNApol silvestre, lo que
sugiere fuertemente que su actividad esta controlada por se-
cuencias reguladoras dentro del genoma.

La unidad transcripcional E3 se clasifica como no esen-
cial en el cultivo y replicacion in vitro, pero codifica para tres
proteinas que modulan la respuesta inmune del huésped en
presencia de infeccién.?* Entre estas proteinas se encuentra
una de 19 kD que se une a dos de los cuatro sitios de glicosi-
lacion del polipéptido de la cadena pesada del CMH durante
su transito en el reticulo endoplasmico y previene el transpor-
te de los polipéptidos de CMH a la membrana celular. Esta
regulacion negativa disminuye el nimero de moléculas CMH
en la superficie membranal y, por lo tanto, el reconocimiento
antigénico de las células infectadas por los linfocitos T cito-
toxicos. Las proteinas de 14 kD y 10 kD inhiben Ia lisis de la
célula infectada mediada por el factor de necrosis tumoral y se
unen al receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGF-R),
respectivamente.
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Figura 3. Ensamblaje de viriones en el nucleo. Micrografia
electrénica de una célula empaquetadora HEK-293 (x 24K).
Nétese la diferencia de electrodensidad de los viriones en el
citoplasma, la cual es dada por ensamblaje parcial o total.
Las particulas mas electrodensas representan viriones ma-
duros (flechas) préximas al nucleo.

Entre las funciones de las proteinas codificadas en la unidad
transcripcional E4,% se encuentran:

» Laregulacion transcripcional.
e Eltransporte del UNAM.
e Lareplicacion del DNA viral.

También regula la transicion entre la fase temprana y tardia de
replicacion. La expresion de los genes tardios implica la sintesis
de una serie de proteinas cuya principal funcién es la regulacion
de la sintesis proteica, el procesamiento postraduccional de pro-
teinas estructurales y el ensamblaje de los nuevos viriones.

Ensamblaje viral

El proceso de ensamblaje viral se realizaen el nicleo y es un
proceso complejo que inicia en el citoplasma con la formacion
del capsdmero a partir de polipéptidos nacientes. La polime-
rizacién de los hexones en el citoplasma forma agregados pro-
teicos con un peso molecular de 300 a 330 kD, los cuales
involucran proteinas defectuosas. Los hexones tienden a for-
mar agregados de manera natural, ya sea inmediato a su pro-
duccién o a partir de lisados virales, donde interacttan varias
proteinas estructurales y de fijado. Resulta interesante men-
cionar la participacion de proteinas “defectuosas” como un
fendmeno comun para el ensamblaje de capsides que no afec-
tan el resultado final, ya que la unidad defectuosa funciona
como andamiaje y estabilizador de la estructura de manera
temporal, hasta ser sustituida por otra unidad funcional. Por
lo anterior, se conocen dos tipos de capsides durante el en-
samblaje: la ligera y la pesada. Estas proteinas de andamiaje

se encuentran ausentes en la capside final, que contiene, ade-
maés, todas las proteinas que formaran el complejo ntcleo-
proteico. La inyeccion del DNA viral al interior de la capside
se realiza por un vértice abierto, desde el extremo izquierdo del
DNA, el cual contiene una sefial de empaquetamiento de 0.1 kb
entre los primeros 400 pb del genomay que sobrelapan con la
subunidad E1A. En estudios de localizacién por microscopia
electronica se ha demostrado la presencia de viriones inma-
duros y maduros en nicleo, pero los maduros e infectivos se
encuentran principalmente en el citoplasma, lo que sugiere
que la altima fase de maduracién involucra reacciones proteo-
liticas en el espacio nuclear (figura 3).

Adenovirus como sistema
de transferencia de genes

Las ventajas de los vectores adenovirales comparados con
otros sistemas de transferencia de genes se basan en las si-
guientes caracteristicas:

1) Amplio tropismo celular, salvo las células hematopoyéticas.
Casi todas las estirpes celulares pueden ser infectadas por
este virus.

2) Capacidad infectiva en células quiescentes o en cualquier
fase del ciclo celular.

3) Versatilidad para ser inducidos como replicativos o no re-
plicativos.

4) Eltamano del transgen puede ser de hasta 10 kb.

5) Nula o baja frecuencia de recombinacién en el genoma del
huésped.

6) Situacién episomal del genoma.?®

7) Expresion transitoria del gene de interés de hasta 60 dias.

8) Relativa facilidad de produccion y titulacion en el labora-
torio.

Por lo anterior, presenta cualidades que lo hacen ser un
vector atractivo en diversas estrategias de terapia génica.

La potencial utilidad de los adenovirus como vectores na-
turales para transferir genes surge a partir de las observacio-
nesy estrategias de Perricaudet y colaboradores.?” Este gru-
po de investigadores demostré que el genoma sin la unidad
E1, posee la misma capacidad infectiva que el virus silvestre,
pero biolégicamente es incapaz de replicarse. Con base en
esta observacidn, se han disefiado diferentes estrategias para
generar un adenovirus no replicativo.

Adenovirus no replicativos o defectuosos de replicacion

Esencialmente, el genoma es cortado con una enzima de res-
triccién que genera dos fragmentos; al que contiene la subuni-
dad E1 se le conoce como brazo corto (de menor tamafio) y
el resto del genoma es llamado brazo largo. Dentro del brazo

488

Cirugia y Cirujanos



Biologia molecular de vectores adenovirales

A
E ;@cl\ i

l
a§c aﬁt 7@7@ :@5

Figura 4. Estrategias usadas para la generacion de adenovirus no replicativo o replicativo. Los
genes tempranos no esenciales (E1), que inician los procesos de replicacion son provistos por:
A) Célula empaquetadora. B) Por otro vector o plasmido en una célula no transformada (replicativo).
C) Creacion de hibridos que se transcomplementan in vitro. D) Sistema de replicaciéon condicionado

a un activador externo, por ejemplo el sistema Cre-Lox-P inducido por tetraciclinas.

corto se elimina la subunidad E1, que se localizaen1.3a11.2
unidades de mapa (MU) y es sustituida por el gen de interés
que se desea expresar. Los extremos izquierdo y derecho a
partir de la regién deletada son llamados convencionalmente
como brazo corto izquierdo y brazo corto derecho, respecti-
vamente. La ulterior cotransfeccion del brazo corto (una vez
clonado el gen de interés) y el brazo largo (DNA viral) en una
célulaempaquetadora genera dos eventos importantes:

» Transcomplementacion: la célula empaquetadora (HEK-293
0 HER-911, previamente transformada con el fragmento E1)
provee de manera constitutiva los factores de transcripcion re-
queridos para la replicacion viral.

* Recombinacién: un apareamiento de las secuencias homo-
logas de ambos brazos, dando origen a un genoma que en
lugar de la subunidad E1 presenta la secuencia que codifica
para el transgen de interés y que permite la consecuente
produccion y ensamblaje de viriones no replicativos.

Esta estrategia ha sido modificada y mejorada para incre-
mentar su eficiencia. En la actualidad existen varios métodos
para la generacion de un adenovirus no replicativo, el mas
eficiente emplea la recombinacion en bacterias y fue descrito
por He y colaboradores en 1998.%8

Produccion de un adenovirus no replicativo

Como se ha mencionado previamente, las subunidad E1 es la
region del genoma que se elimina en un sistema no replicativo.

Generalmente el sitio de insercién del gen exdgeno es la re-
gion de las secuencias eliminadas (E1 o E4 para los vectores
adenovirales de segunda generacion), lo que resulta en vec-
tores con una capacidad mayor para contener genes, hasta un
méaximo de 11 kb. La ausencia de la proteina E1A, que funcio-
na como factor de inicio de transcripcion, impide la replica-
cion del virus. Sin embargo, tales factores pueden ser provis-
tos en una célula previamente transformada con este gene
como la linea celular HEK-293%° 0 HER-911,* las cuales fueron
desarrolladas a partir de células embrionarias de rifion huma-
no y de retina, respectivamente. A partir de estas dos lineas
celulares existen otros subtipos que han sido modificados
para conferir caracteristicas especificas en sistemas muy de-
tallados, como HEK293-T, adenovirus HEK-293, AdS HEK-
293, HER-911-E4, PER-CS6, por lo que se les utiliza como célu-
las empaquetadoras o productoras de viriones a gran escala
de manera rutinaria en la industria biotecnoldgica.

Adenovirus replicativo condicionado

Es un adenovirus que puede replicarse en presencia de un
factor que modula la expresion de E1 o en su defecto que fun-
cione como E1. Rancourt y colaboradores disefiaron los prime-
ros sistemas de adenovirus replicativos condicionados en un
modelo inducido por IL-6.12 En este modelo, I1L-6 fue capaz de
funcionar como interruptor para iniciar la replicacion de un ade-
novirus Del-E1A. Basado en este hallazgo, se han desarrollado
sistemas que permiten la replicacion viral en las células de inte-
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rés de manera condicionada citolisis, y modelos aplicados a la tera-
piaoncoldgica. Otras variables de esta estrategia son:

» Lacélulablanco es coinfectada por un adenovirus no replicativo
con la consiguiente expresion del gen de interés.

e Un adenovirus no replicativo que es transcomplementado
por un plasmido que le provee de la proteina E1A.

e Uso de otro virus (RV por ejemplo), cuya expresion E1 esta
controlada de manera externa por la presencia de promoto-
res tejido especificos, la induccién por hormonas o facto-
res de crecimiento, asi como la activacién mediada por la
administracion de antibidticos u otras drogas usadas en la
préctica clinica (figura 4).

Potencial terapéutico de los adenovirus
para el tratamiento de enfermedades
humanas

El potencial terapéutico de los vectores adenovirales se fun-
damenta en las caracteristicas mas estudiadas y exploradas
para mejorar su eficiencia para introducir genes y se resumen
en los siguientes puntos:

* Modificacion del tropismo viral. Implica todas las estrate-
gias para dirigir o seleccionar el sitio blanco a infectar.

e Control transcripcional. La modulacién de la expresion
del transgen.

» Efecto citopatico o citolitico. El aspecto litico del virus es
objeto de interés para la destruccion de células tumorales.

Modificacién del tropismo viral

Debido a que el adenovirus puede infectar un gran nimero de
estirpes celulares que expresan el receptor CAR, se han disefia-
do varias estrategias para lograr una infeccion especifica o me-
jorar la eficiencia de infeccion en las células blanco, modificando
genéticamente la estructura de la fibra del pentdn o la utilizacion
de anticuerpos dirigidos conjugados al receptor del adenovirus.

Modificacién de la fraccion globular por secuencias ar-
ginina-glicina-aspartato. Khrasnyk y colaboradores demos-
traron que la modificacién de la secuencia de la fraccion glo-
bular (Knob) de la proteina fibrilar agregando una secuencia
arginina-glicina-aspartato resulta en incremento de la eficien-
cia de infeccion del virus y en interactuar directamente con las
integrinas de la superficie celular de manera inicial y no se-
cundaria, como en el ciclo normal de adsorcidn. El resultado
es un incremento en la eficiencia de internalizacién no depen-
diente del nimero de receptores CAR.!

Incorporacion de ligandos flexibles y blancos especificos.
Esta estrategia implica el uso de secuencias de epitopes de ligan-
dos de receptores de membrana tejido especificos. Las secuen-
cias codificantes son incorporadas al genoma para ser

expresadas y ensambladas conjuntamente en la capside viral,
con el objeto de incrementar el tropismo del pentén'y la protei-
na fibrilar, dirigiendo de manera més precisa el sitio blanco a
infectar. La modificacion del tropismo viral y variantes de movi-
lidad de la fibra permiten una mayor flexibilidad y mejor interac-
cidn con el receptor membranal.®? Desafortunadamente tiene la
desventaja constante de utilizar o incorporar secuencias peque-
fias que no alteren la estabilidad de la fibra y que, ademés, man-
tenga la integridad de la capside y la capacidad infectiva.
Conjugacion con anticuerpos especificos. La conjugacion de
lafraccién globular del pentén con anticuerpos representa otro in-
tento por dirigir el tropismo del virus, debido a que la modificacion
de lafibray la fraccion globular del pent6n no puede realizarse de
manera extensa sin comprometer la estabilidad e infectividad del
virus. Douglas y colaboradores han demostrado que la fraccion cons-
tante de un anticuerpo conjugado a la proteina globular y con una
fraccion FAB especifica de un epitope blanco de la superficie celu-
lar, puede modificar el blanco a infectar.® Esta estrategia ha demos-
trado la posibilidad de dirigir el tropismo viral hacia un blanco espe-
cifico sin lamanipulacion genéticay con una buena eficienciaen la
expresion del transgen en células especificas. Esto permite la trans-
ferencia de genes en blancos celulares para los que normalmente el
adenovirus no es infectivo hasta ahora en condiciones in vitro.

Control transcripcional

El control transcripcional de los transgenes de interés dirigidos de
manera externa o local ha generado entusiasmo en el area. Para lo
cual se han empleado promotores tejido-especificos, o incluso el
disefio de promotores sintéticos, asi como inductores externos
como antibidticos, hormonas o factores fisicos. Entre ellos cabe
destacar el uso de secuencias de respuesta a estrés fisico (egr-
Krox1), secuencias de reconocimiento a factores producidos por
estrés oxidativo o dafio tisular, y la represion de la transcripcion
controlada por sistemas sofisticados, como enzimas recombinasas
expresadas en circunstancias patol6gicas o controlada por anti-
bidticos como tetraciclinas, hormonas y péptidos que se encuen-
tran de manera local o que se administran de manera sistémica.*
Actualmente se disefian virus cada vez més sofisticados y comple-
jos que contienen secuencias silenciadoras o amplificadoras que
evitan interferir con la expresion genética de la célula huésped.

Efecto citopético

Dentro de la evolucion normal de la infeccion y replicacion del
virus silvestre en la célula infectada, la fase final se caracteriza
por la muerte de la célula; este fendmeno es conocido como
efecto citopatico o citdlisis. Este fendmeno esté condicionado
por la incapacidad de la célula para restaurar la homeostasis
intracelular en presencia de infeccion y dispara el mecanismo de
muerte por apoptosis. La citdlisis condicionada es usada en un
modelo de replicacion adenoviral controlada con adenovirus
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ONIX-15.%%" E| adenovirus ONIX-15 es un modelo de la repli-
cacion viral selectiva o condicionada en células tumorales. La re-
plicacion de este virus, también llamado oncolitico, se efectla se-
lectivamente en células tumorales que tienen una alteracion en la
regulacion de la proteina p53, cuya mutacion se encuentra presente
en las células de varios tipos de cancer. Sin embargo, esta replica-
cién no se realiza en células sanas con p53 normal. Actualmente
varios protocolos clinicos en oncologia utilizan la citélisis para in-
ducir muerte celular con la consiguiente regresién tumoral, entre los
cuales destacan el cancer de ovario, cancer de cérvix, adenocarci-
noma de estémago, carcinoma de prostata, cancer de tiroides, de
pulmény colon, cancer de partes blandas de cuello y gliomas.35-40

Viroterapia en cancer de cérvix

Una forma de emplear la actividad citolitica del adenovirus genera-
da por su replicacién ha originado un nuevo término en oncoldgica:
la viroterapia oncolitica. Recientemente Hadeiman y colaborado-
res han reportado la generacion de un adenovirus con capacidad
replicativa condicionada por la presencia de la proteina E6 en cé-
lulas con estadios clinicos tempranos de CaCu.* La infeccion por
el virus del papiloma humano, principalmente del serotipo 16 y 18,
estd asociada causalmente con su oncogénesis. Se sabe que la ex-
presion persistente de los oncogenes virales E6 y E7 interacttia con
lamaquinaria de la célula infectada via p53 y la proteina Rb, per-
mitiendo el desarrollo de la neoplasia. Los vectores replicativos
condicionados (CRAdS) representan un nuevo instrumento de la
viroterapia para el tratamiento selectivo de este cancer.

Este modelo ha demostrado alta eficiencia de infeccion en las cé-
lulas deseadas pero también en un nimero menor de células vecinas.
Sinembargo, la replicacion selectiva solo se efectiaen las células que
expresan el oncogen viral. La replicacion permisiva en las células tu-
morales genera un efecto citotdxico que culmina en muerte de la célula
tumoral. Este modelo ha demostrado matar a las células tumorales de
manera especifica en neoplasias intraepitelilaes (NIC) in vivo.

Ademés, la mayor ventaja de este modelo es su efecto de muer-
te tumoral sinergizada por la sobreexpresion de la proteina
proapoptética p53, la cual es transferida por el mismo virus.

Estos estudios se estan evaluando en fases clinicas | y 1l
(seguridad, toxicidad y escalamiento de dosis), asi como la eva-
luacion de parametros farmacocinéticos del vector administrado
por via intravenosa.

Otras estrategias

En un intento por mejorar la eficiencia en la transferencia de ge-
nes mediados por virus, se han disefiado los minivirus derivados
de adenovirus, también denominados “gutless”.?® Estos viriones
estan constituidos por capsides completas con el minimo conteni-
do de genoma viral, el cual contiene secuencias de repeticiones

terminales invertidas y secuencias de empaquetamiento que flan-
quean el gen exdgeno. Esta version del adenovirus permite:

« Laincorporacion de transgenes de mayor tamafio en relacion al
que transfiere un adenovirus no replicativo.

e Unamayor expresion del gen deseado.

e Una reducida citotoxicidad y baja inmunogenicidad en el
huésped.

Limitaciones clinicas del uso de
vectores adenovirales y perspectivas

A pesar de que los vectores adenovirales son sistemas de transfe-
rencia viral altamente eficientes y tienen varias ventajas sobre otros
virus, en la practica clinica ain presentan varias limitaciones. Por
ejemplo, algunas estrategias terapéuticas requieren una adminis-
tracion repetida del virus con el objeto de prolongar el tiempo de
expresion del transgene deseado. Desafortunadamente, la exposi-
cion continua del virus genera una respuesta inmune secunda-
ria.*+42 Desde el punto de vista inmunoldgico, después de su admi-
nistracion al torrente circulatorio, el adenovirus es eliminado de la
circulacion sistémica hasta en 90 % en higado, por procesos no
inmunoldgicos durante las primeras 24 horas.®® Esta depuracion es
efectuada principalmente por macréfagos tisulares hepéticos y la
fraccion restante puede potencialmente llegar al sitio blanco (equi-
valente a la fraccion biodisponible de cualquier farmaco). Por otro
lado, las células CD4 activadas producen factor de necrosis tumo-
ral alfa con la consiguiente activacion del sistema inmune y la pro-
duccién de anticuerpos neutralizantes. Mas tarde, las células infec-
tadas son eliminadas por células CD8 y linfocitos T citotdxicos en el
transcurso de aproximadamente 60 dias y, por consiguiente, la pér-
dida de la expresion del transgene.

Diversos intentos clinicos por disminuir la respuesta inmune del
vector y prolongar la expresion del gene transducido, han requeri-
do la asociacion de terapias inmunosupresivas basadas principal-
mente en el empleo de corticosteroides durante el tiempo de sumi-
nistro del virus sin un éxito sustancial en los modelos in vivo.#4 A
este respecto, varios modelos experimentales in vivo proponen el
uso de adenovirus conjugados a polimeros inertes como polietilen-
glicol, polibreno o la conjugacion con lipidos cationicos inertes,
con el fin de disminuir el contacto directo de proteinas virales con
células del sistema inmune.“® Los resultados obtenidos en modelos
murinos y en primates son muy alentadores y actualmente se estu-
dian nuevas estrategias para modificar la inmunogenicidad del vi-
rus. Esta respuesta también se usa como plataforma para amplificar
la respuesta inmunoldgica de las vacunas, debido a la fuerte res-
puesta inmunoldgica generada contra el adenovirus; nuevos mo-
delos para la generacion de vacunas con alta efectividad se empie-
zan a propagar en el mundo industrial 14474

Elimpacto de la tecnologia de los vectores virales en la industria
biotecnoldgica ha permitido y financiado el desarrollo de estudios
farmacocinéticos precisos y de los efectos adversos a largo plazo
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Cuadro lll. Enfermedades humanas con protocolos de terapia génica mediados por adenovirus

Enfermedades monogénicas hereditarias Oncologia

Enfermedades cronicas degenerativas

Fibrosis quistica primaria
Hemofilia

Deficiencia de DAC
Diabetes mellitus tipo |

Melanoma

Cancer de colon
Cancer de ovario
Carcinoma de pulmoén
Glioblastoma multiforme
Cancer de estémago

Enfermedad de Parkinson
Enfermedad de Alzhaimer
Neuroproteccion
Hepatoproteccion/transplante
Inmunoproteccion

Cancer de partes blandas de

cuello y cabeza

para su uso en humanos. Por ello, se ha creado una serie de linea-
mientos para la buena practica en su manufactura® y garantizar la
seguridad bioldgica de su aplicacion terapéutica, asi como el esta-
blecimiento de los criterios clinicos y éticos para su produccion in
vitro, manejo y administracion clinica. Esta normatividad ha sido
establecida por un consorcio de cientificos de larama académica,
industrial y gubernamental de cada pais, con el fin de respaldar su
utilidad en las enfermedades humanas como cancer, hemofilia, dis-
trofias musculares, enfermedades del sistema cardiovascular, croni-
cas degenerativas (enfermedad de Alzhaimer, enfermedad de Par-
kinson, diabetes mellitus) o autoinmunes, e incluso en la preserva-
cion de 6rganos para transplantes, asi como la ingenieria de tejidos
a partir de tejidos indiferenciados y la generacion de vacunas (cua-
dro I11).%° Los resultados terapéuticos obtenidos en las diversas apli-
caciones clinicas alientan a sequir desarrollando el vector adenoviral
ideal para su empleo en humanos. Este debe tener la méaxima efi-
ciencia en latransferencia de genes en la célula blanco (infeccion
sitio-dirigida), expresion modulable del gen deseado (trascripcion
tejido-especifico) y causar los minimos o nulos efectos en la activi-
dad transcripcional de la célula huésped y efectos adversos sistémi-
cos (inmunogenicidad). A este respecto es necesario estudiar los
efectos y las interacciones de regulacion transcripcional del genoma
viral con lamaquinaria transcripcional y traduccional de la célula
huésped, y redisefiar los vectores virales disponibles en la actuali-
dad, con el objeto de acercarnos cada vez mas al vector ideal para
uso terapéutico humano.
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