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En el area de la terapia génica antitumoral se han propuesto diferentes alternativas. El método
GDEPT parece ser una alternativa bastante promisoria. Para la GDEPT se han explorado diversas
combinaciones de enzimas y pro-farmacos. La combinacién HSV/Tk y GCV, ha sido el sistema
mas investigado. En este sistema, la muerte celular es inducida por el GCV al ser fosforilado por
HSV/Tk e inhibir la sintesis de DNA y desencadenar apoptosis. En los tratamientos antitumorales
es deseable que la muerte celular se asocie a la induccion de una fuerte respuesta inmune
antitumoral. Aunque Tk/GCV permite la ablacién de un numero considerable de células tumorales,
la apoptdsis es poco inmunogénica.

Nosotros creemos que modificando el mecanismo de muerte celular en Tk/GCV se podria mejorar
su inmunogenicidad y eficiencia. Hemos propuesto adicionar a este sistema, la proteina inhibidora
de caspasas B13R y hemos disefiado y construido una proteina recombinante de fusion,
constituida por B13R del VV, fusionada con Tk y GFP.

La evaluacién de Tk/GCV en presencia de B13R en células HEK-293T, mostré que, en este
sistema, la muerte celular ocurre mediante un mecanismo diferente a la apoptosis, caracterizada
por: diferencias morfologicas, baja actividad de caspasas, compromiso del potencial de membrana
de membrana mitocondrial por disminucién con respecto al proceso clasico de apoptosis,
expresion de fosfatidil serina en la membrana y pérdida de la integridad de la membrana
plasmatica. Considerando la funciéon de B13R como inhibidor de caspasas y su efecto a estimulos
apoptoticos irreversibles, es posible sugerir que este tipo de muerte celular pudiera ser una de las
formas de necrosis programada.

Este sistema pudiera utilizarse para estudios del efecto de las formas de muerte celular sobre el
sistema inmune y especialmente, su respuesta ante las diferentes formas de muerte de células
tumorales y su posible aplicacion como método alternativo de GDEPT.
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EVALUATION OF THE MECHANISM OF CELL DEATH INDUCED BY A RECOMBINANT
FUSION PROTEIN GENERATED FROM GENES OF THE PROTEINS B13R AND HERPES
SIMPLEX VIRUS Tk, IN CELL LINES TREATED WITH GANCICLOVIR

Authors: BETANCOURT-VILLAMIZAR, Eddy C. CARDONA, Maria E. ARTEAGA, H José™
Key Words: HSVTk/GCV, GDEPT, SPI-2, fusion reporter protein B13R-GFP, cell death

In the field of antitumoral gene therapy different approaches have been proposed. GEDPT seems
to be a very promising alternative. For GDEPT various combinations of enzymes and pro-drugs
have been explored. HSV/Tk and GCV has been the most extensibly investigated combination. In
this method, cell death is induced by GCV which, when phosphorylated by the HSVTK, inhibits the
DNA synthesis and triggers apoptosis. In all cancer treatments it is desirable that the tumor cell
death could lead to induction of strong immune response against tumors. Although Tk/GCV system
enables the ablation of a substantial number of tumor cells, apoptotic cell death is poorly
immunogenic.

We believe that by modifying the mechanism of cell death in TK/GCV could improve its
immunogenicity and efficiency. We have proposed to add to this system, the caspase inhibitor
protein B13R. For that, we have designed and constructed a vector that expresses the DNA
sequence encoding the recombinant fusion protein, comprising B13R VV, with the HSV/Tk and
GFP.

The evaluation of the Tk/GCV in the presence of B13R in HEK-293T cells, showed that, in this
model, cell death occurs by a different mechanism to apoptosis, characterized by: morphological
differences, low caspase activity, decreased MMP with respect to the classical process of
apoptosis, expression of phosphatidylserine on the outside of the plasma membrane and loss of the
plasma membrane integrity. Considering the role of the caspase inhibitor B13R on the effect of an
irreversible apoptotic stimuli, it is possible to suggest that this type of cell death could be one of the
programmed necrosis forms.

HSVTk-B13R/GCV could be used for studies of the effect of different forms of cell death on the
immune system and, particularly the kind of response to various forms of tumor cell death and its
possible application as an alternative method of GDEPT.

iThesis of grade of Master in Basic Biomedical Sciences
Faculty of Health, Medicine School. Master in Basic Biomedical Sciences. Thesis supervisor
ARTEAGA, H José. Cosupervisor CARDONA, Maria E
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INTRODUCCION

El cancer es un problema de salud publica de importancia global. Anualmente se
presentan alrededor de 13'000.000 nuevos casos y segun datos de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer, esta forma de enfermedad causa aproximadamente
7'500.000 de muertes por afo (Figure 1) [']. Aunque actualmente se han
desarrollado grandes avances en el tratamiento farmacolégico de las
enfermedades tumorales, aun existen muchos casos de tumores que no
responden a ningun tipo de tratamiento y en su gran mayoria, después de cierto
estado de desarrollo, son incurables. Esto ha llevado a la busqueda de nuevas
alternativas terapéuticas entre las cuales, y tal vez las mas exploradas, son la

terapia génica y la inmunoterapia.

¢
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B >150
Not applicable

Colombia: 92

No data

Figura 1. Incidencia de morbilidad por cancer en el mundo en el afio 2008.
Datos reportados por la OMS. En Colombia la incidencia por afio asciende a 92 casos por cada
100,000 habitantes][']
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Los canceres de pulmén, estbmago, higado, colon y mama son la causa
principal de mortalidad en el mundo. Entre estos tipos de tumores existen grandes
diferencias debido a la complejidad de los eventos conducentes al desarrollo de
cualquier tipo de tumor, los cuales generalmente, involucran a lo largo del proceso
de transformacion tumoral, una gran variedad de alteraciones genéticas. Sin
embargo, este mismo hecho podria considerarse una caracteristica comun, es
decir, debido al gran numero de alteraciones en el perfil de expresion génica que
presentan las células tumorales, éstas podrian considerarse como células que, en
un contexto fisioldgico especifico, exhiben caracteristicas antigénicas diferentes

con respecto a sus células parentales no-tumorales.

Adicionalmente, en todos los procesos de transformacion tumoral existen algunas
otras caracteristicas comunes, e inclusive alteraciones comunes en la expresion
de genes bien definidos o grupos de éstos, que serian blancos terapéuticos
estratégicos para su silenciamiento e induccion de muerte de las células tumorales
por técnicas de terapia génica. Sin embargo, la modificacion génica de todas las
células tumorales por medio de esta técnica parece ser una meta dificil de
alcanzar con la tecnologia actual. Una posible alternativa para el tratamiento de
tumores por medio de terapia génica es la induccion de la ablacidn de las células
tumorales, directamente a través de la modificacion de las células tumorales con

los denominados genes suicidas o indirectamente mediante terapia inmunogénica.

Uno de los genes suicidas mas estudiados es el gen de la Timidin Quinasa del
virus del herpes simple tipo 1 (HSVTK, del inglés Herpes simplex virus type 1,
thymidine kinase). Esta enzima convierte el pro-farmaco Ganciclovir (GCV) en un
producto citotoxico que afecta solo las células en division. Las células tumorales
modificadas con el gen HSVTk son eliminadas in vivo después del tratamiento con
GCV (HSVTK/GCV) [?]. En algunos casos, este tratamiento esta asociado con la
erradicacion de células tumorales distantes no modificadas (efecto bystander

12



distante). Este efecto parece estar mediado por una respuesta inmune antitumoral
especifica, la cual involucra tanto células T CD8+ como CD4+ y genera memoria

inmunoldgica [3].

Recientemente, se ha generado un gran interés con respecto a los mecanismos
de muerte de células infectadas, especialmente por virus, que conducen a una
buena respuesta inmune antimicrobiana o a una evasion de ésta; igualmente se
ha intentado correlacionar estos eventos con lo que pudiera suceder durante la
eliminacién de células propias y la generacion de una respuesta autoinmune vy
finalmente con los mecanismos de muerte celular que podrian generar el mejor
tipo de respuesta en modelos de vacunas celulares antitumorales. Aun no esta
completamente claro si los mecanismos de muerte celular asociados a la
induccion de una buena respuesta inmune contra antigenos exdgenos o

endogenos son la necrosis, la apoptosis 0 un mecanismo diferente.

En muchos casos, la terapia génica suicida con HSVTk/GCV induce muerte celular
por apoptosis. Sin embargo, algunas observaciones recientes sobre los procesos
de muerte de células infectadas por virus sugieren que la induccién de muerte
celular por necrosis puede ser un evento mas inmunogénico que la apoptosis, la
cual es el mecanismo fisiolégico normal de remocion de células senescentes y
remodelacion de tejidos. Por lo anterior, creemos que la técnica de suicidio génico
es una buena alternativa para el desarrollo de vacunas celulares antitumorales
pero es importante desarrollar sistemas alternativos de terapia con suicidio génico
que permitan la induccion de muerte celular tanto por necrosis como por apoptosis
con el fin de identificar las mejores condiciones para la induccion de una respuesta

inmune 6ptima contra tumores mediante este procedimiento.
Recientemente, se ha demostrado que lineas celulares que expresan la proteina

anti-apoptética B13R del virus vaccinia mueren por un mecanismo de necrosis

cuando son sometidas a estimulos pro-apoptéticos irreversibles [*]. Esto permite
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proponer que la induccién de muerte celular por el método HSVTK/GCV en
presencia de la proteina B13R pudiera generar muerte celular por necrosis y que
este mecanismo en un modelo de terapia génica mediada por suicidio génico
pudiera inducir una respuesta inmune antitumoral mas eficiente. En este trabajo se
presenta el desarrollo y la caracterizacién de un sistema de induccion de muerte

celular por el sistema de HSVTk/GCV en presencia de la proteina B13R.

Dada la complejidad que presenta el cancer como enfermedad al tratarse
esencialmente de una enfermedad genética, se ha observado una baja eficiencia
de los tratamientos convencionales que adicionalmente presentan serias
desventajas como son los efectos adversos por citotoxicidad, el no control de la
metastasis y la recidiva en tejidos proximos, entre otras. De alli, surge la
necesidad de buscar nuevos tipos de terapia que conserven los efectos de dario al
ADN que se causa a las células tumorales y la induccion de muerte celular
observadas en los tratamientos convencionales; pero ademas, se reconozcan las
diferencia bioquimicas, ambientales y moleculares de las células tumorales con el
fin de reducir la toxicidad de las células normales. La terapia genética con genes
suicidas se observa como una buena alternativa de medicina molecular que
mediante la introduccion de material genético a las células induce modificacion de
los componentes genéticos de las células obteniendo fines terapéuticos. El
sistema HSV-Tk/GCV, es un tipo de terapia ampliamente usado, incluso en
estudios de investigacion fase clinica Ill, y que actua eficientemente en la
inhibicion de la sintesis de ADN de las células tumorales en division.

Dada la experiencia de nuestro grupo en la terapia genética antitumoral con el
sistema HSVTKk/GCV y su efecto inmunogénico creemos que puede mejorarse
adicionando nuevos adyuvantes y cambiando el mecanismo de muerte celular de
apoptosis a necrosis. Esto ultimo es posible adicionando al sistema HSV-Tk/GCV
péptidos inhibidores de caspasas pero para una aplicacion in vivo, un gen

codificador de una proteina hibrida generada a partir de la fusidén gen de la HVSTk
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y el gen SPI-2 (codificador de una proteina inhibidora de caspasas B13R) pudiera
tener efecto similar. Este vector pudiera utilizarse en modelos de vacunas de ADN
o vacunas celulares antitumorales, utilizando como fuente de antigeno genes
codificadores para proteinas antigénicas o células tumorales modificadas con la
proteina de fusion TK-B13R y subsecuente tratamiento con GCV.
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1. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

11 Terapia génica

La terapia génica fue concebida, inicialmente, como una estrategia para tratar
enfermedades causadas por alteraciones de genes claramente definidos mediante
la modificacion de diversos tipos de células, insertando en su genoma una copia
del gen normal. Blaese y colaboradores llevaron a cabo el primer ensayo clinico
de terapia génica en un paciente con inmunodeficiencia severa congénita debida a
un déficit en la produccion de adenosina deaminasa mediante la modificacion
geénica ex vivo de linfocitos periféricos y su posterior re-infusion en el paciente [°].
Desde entonces, han transcurrido mas de dos décadas durante las cuales se han
desarrollado varios ensayos clinicos para el tratamiento de diversos tipos de
patologias congénitas monogénicas, los cuales en su conjunto han incluido un
numero considerable de pacientes. Hasta la fecha, tal vez el ensayo mas relevante
se llevo a cabo en Francia a finales de los afios 90, en el cual se traté un grupo de
nifos con inmunodeficiencia combinada severa ligada al cromosoma X mediante
el trasplante de médula 6sea autdloga, cuyas ceélulas fueron modificadas ex vivo

con la versién correcta del gen de la cadena y de la Interleuquina 2 [°].

Sin embargo, a lo largo del tiempo, se han desarrollado otros tipos y aplicaciones
de terapia génica, basados en la modificacion genética de células o tejidos para
conferirles caracteristicas especiales, los cuales incluyen modelos de tratamiento
para enfermedades cardiovasculares ['], enfermedades neoplasicas [°] e incluso
de la infeccion por VIH-1 [°], entre otros. Una de estas aplicaciones es la
eliminacién de células no deseadas mediante su modificacidn con un gen suicida o
genes estimuladores de la respuesta inmune cuya aplicacion mas importante

pudiera ser el tratamiento de enfermedades neoplasicas.

16



1.2 Terapia con genes que codifican para enzimas activadoras de pro-
farmacos -GDEPT

La quimioterapia, la radioterapia y la cirugia han sido utilizadas tradicionalmente
para el tratamiento de las enfermedades malignas con una eficiencia y
especificidad, en muchos casos limitada y casi siempre asociada a efectos
secundarios importantes. Adicionalmente, el tratamiento farmacoldgico
frecuentemente induce el surgimiento de sub-poblaciones de células tumorales

resistentes.

La terapia génica se ha propuesto como una nueva estrategia de tratamiento para
enfermedades tumorales y hasta la fecha se han estudiado y evaluado
experimentalmente diversos enfoques metodologicos. En algunos modelos se
busca la induccion directa de muerte de las células tumorales a través de la
reconstitucion con genes supresores, tales como p53 cuya funcién se encuentra
alterada en un alto porcentaje de tumores [revisado en '91: otros modelos buscan
la inhibicion de oncogenes, algunos de los cuales codifican para factores de
transcripcion que son esenciales para el mantenimiento de la proliferacion celular
['", o el silenciamiento de receptores de las células tumorales a través de los
cuales se induce el mantenimiento de la proliferacién tumoral celular ['?,*], entre
otros.

Una estrategia diferente busca, mediante modificacion genética, la sensibilizacion
de las células tumorales al efecto de ciertos farmacos anticancerigenos [' o bien,
la quimio-sensibilizacion de células tumorales a través de su modificacion con
genes suicidas ['°]; ésta ultima es una de las formas mas utilizadas. Sin embargo,
la mayoria de estos modelos carecen, en distintos grados, de niveles aceptables
de eficiencia y/o especificidad para modificar todas las células tumorales y evitar la
afectacion de células normales, respectivamente. Otras estrategias buscan la
induccion de una respuesta inmune antitumoral, la cual podria alcanzar altos
grados de especificidad dadas las propiedades de reconocimiento del sistema

inmune, esta via podria llevarse a cabo bien sea modificando las células tumorales
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con el proposito de volverlas mas inmunogénicas o mediante la inmunizacion,

utilizando genes codificadores de antigenos especificos de tumores [*¢, '"].

La estrategia de modificar las células tumorales con genes que codifican para
enzimas que activan sustancias potencialmente toxicas o pro-farmacos (genes
suicidas) conocida como GDEPT (del inglés, gene-directed enzyme prodrug
therapy) ['®,"] es una de las estrategias de terapia génica promisorias para el

tratamiento del cancer.

En la GDEPT, el gen suicida es introducido en las células tumorales por diversos
meétodos. Posteriormente, se administra el pro-farmaco correspondiente, el cual
sera activado por la enzima codificada por el gen suicida para convertirlo en el
respectivo farmaco dentro de la célula tumoral. Debido a que los pro-farmacos
utilizados no presentan actividad intrinseca en las células humanas no
modificadas y puesto que la enzima solo se expresa en las células tumorales, esta
estrategia disminuiria significativamente los efectos secundarios observados
durante la administracion sistémica de farmacos antitumorales. Adicionalmente,
este método permite la administracion de cantidades altas de pro-farmaco para
alcanzar altas concentraciones del agente toxico restringidas al tejido tumoral o a

células muy préximas a éste.

Por otro lado, el sistema gen suicida/pro-farmaco puede ser disefiado para
conferirle selectividad de accion a nivel tumoral, por ejemplo, utilizando vectores
portadores de genes suicidas que se expresan bajo el control de promotores
respondedores a elementos reguladores especificos de los distintos tipos de
células tumorales [*°]. Otra estrategia seria la utilizacién de pro-farmacos que son
preferentemente activos en las células hipéxicas [*'].

Una de las limitaciones de la mayoria de los procedimientos de terapia génica es
la imposibilidad de modificar genéticamente todas las células blanco, debido a las

limitaciones en la eficiencia de los métodos de transferencia de genes. La GDEPT,
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en algunos casos, se asocia al transporte intercelular del producto del gen y/o el
pro-farmaco activado dando lugar al llamado "efecto bystander” o efecto
espectador (BE; del ingles bystander effect), el cual permite la ablacion de tumores
enteros, aunque no todas las células blanco hayan sido modificadas con el gen

suicida.

El BE es la principal caracteristica que, para la mayoria de las aplicaciones, debe
poseer cualquier estrategia de GDEPT para que sea exitosa. Inicialmente, este
tipo de terapia se desarroll6 tedéricamente como una alternativa clinica paliativa
debido a la imposibilidad de modificar genéticamente todas las células de una
masa tumoral para su eliminacién, lo cual es un requisito esencial para una

aplicacion terapéutica.

Algunos estudios realizados con una variedad de combinaciones de genes
suicidas/pro-farmaco, han demostrado que la erradicacion completa del tumor es
posible incluso cuando el producto del gen suicida se expresa en menos de un
10% de las células tumorales [*%, 2°,%]. El BE funciona a través de la libre difusion
de los metabolitos toxicos o0 mediante mecanismos de comunicacion intercelular
mediados por los espacios presentes en algunas de las uniones intercelulares
conocidos como uniones gap [, %°, ?’]. Sin embargo, ambos mecanismos pueden
presentar desventajas; el primero porque puede acarrear riesgos sistémicos
debidos a la difusion y por lo tanto aumentar la toxicidad, mientras que el segundo
presenta la desventaja de que muchas células tumorales no tienen uniones gap
funcionales [%, %%].

El BE es dependiente de varias caracteristicas relacionadas tanto con la clase de
pro-farmaco utilizado como con la naturaleza de las células tratadas [*', *%]. Un
hallazgo muy importante fue la demostracion de que el BE, en algunos modelos,
podia ser potenciado por una respuesta inmune antitumoral especifica,
desarrollada después del tratamiento. La induccién de este tipo de respuesta

pudiera ser mediada por la liberacién de “antigenos tumorales”. Estas moléculas
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podrian actuar como “sefiales de peligro” para el sistema inmune, el cual podria,
en este contexto, generar una respuesta inmune especifica contra las sustancias
potencialmente antigénicas del tumor y de esta manera eliminar células tumorales
que no expresan el gen suicida, las cuales pueden estar localizadas aun en sitios
distantes del tumor original produciendo de esta manera el efecto de espectador o
“‘bystander” distante. Adicionalmente, este efecto persiste en el tiempo, lo cual
significaria un proceso de inmunizacién o “efecto de vacunacion” [*, 3*]. Esta
propiedad de algunos sistemas de la GEDPT la hace muy atractiva, por cuanto el
tratamiento de un tumor localizado podria conducir a la destruccién de metastasis

distantes procedentes del tumor primario.

Se ha sugerido que la activacion del sistema inmunologico mediada por la GDEPT
pudiera ser modulado, incluso, por la eleccion de un sistema de suicido génico,
dependiendo de si los mecanismos de muerte celular inducidos por la terapia

estan mediados principalmente por apoptosis o por necrosis [''].

Para el disefio de un sistema de terapia basado en el sistema gen suicida/pro-
farmaco muchos otros aspectos adicionales a los expuestos anteriormente, deben
ser considerados. Sin embargo, dado el enfoque de este trabajo, el énfasis ha sido
orientado hacia los posibles efectos de los mecanismos de muerte celular
inducidos por un tipo de GDEPT especifico, la terapia de suicidio génico mediada
por el sistema HSVTk/GCV.

1.3 Terapia con genes suicidas mediada por el sistema HSVTk/GCV
Se han estudiado diversos sistemas de GDEPT, muchos de los cuales son muy

prometedores y se encuentran en diferentes etapas de desarrollo que van desde
estudios preclinicos in vitro hasta ensayos clinicos en fase lll. En algunos de ellos
se han estudiado, con algun detalle, aspectos referentes a los mecanismos de
induccion de muerte celular y al efecto BE distante y, este ultimo, especialmente
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en lo relacionado con los aspectos inmunolégicos mediadores de este tipo de

respuesta (Tabla 1).

Tabla 1. Diversas combinaciones y tipos de GDEPT

ovir Bloqueo de sintesis de
Acicﬁ:/ir:fg:tlez‘gizzlovir ADN. Inhibicién de la Via uniones gap Fase Il BE Local y Distante
ADN polimerasa
g I Bloqueo de ADN y Uniones gap y I
5-fluorocitosina sintesis de ARN difusion Fase Il BE Local y Distante
CHliItlEuniTe HEEED AN, ARG Difusién Pasiva No BE Local y Distante
fludarabina fosfato sintesis de proteinas
Agente alquilante.
Dinitroaziridinil Entrecruzamiento del Difusién Fase | BE Potente
benzamida ADN en células en ciclo y local/distante
no en ciclo
Entrecruzamiento del
Ciclofosfamida ADN en células en ciclo y Difusion No BE Pgtente
X local/distante
no en ciclo

GDETP del inglés, gene-directed enzyme prodrug therapy, BE del inglés,
bystander effect

El sistema de terapia de suicidio génico HSVTk/GCV ha sido el mas ampliamente
investigado hasta el momento. El primer estudio realizado fue publicado en el afio
1986 cuando se logro la activacion del pro-farmaco derivado del aciclovir, GCV (9-
([2-hidroxi-1-(hidroximetil)etoxilmetil)guanina), mediante la expresién del gen
HSVTk en lineas celulares de fibroblastos murinos [*°].

Desde entonces ha sido evaluado en combinacion con diferentes pro-farmacos
basados en guanosina (ganciclovir y aciclovir) los cuales se desarrollaron
inicialmente como agentes virales [*°]. La HSVTk convierte estos pro-farmacos no
toxicos, analogos de nucledsidos, en compuestos fosforilados toxicos, los cuales
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inhiben posteriormente la ADN polimerasa reduciendo la sintesis de ADN e

induciendo la muerte celular.

El pro-farmaco mas comunmente utilizado es el GCV, el cual es un analogo
aciclico del nucleésido natural 2’deoxi-guanosina [*']. El GCV es un sustrato
altamente especifico de la HSVTk, con una actividad catalitica aproximadamente
cien veces mas eficiente que la Tk de mamifero [*®]. EI GCV fosforilado
inicialmente por la Tk es convertido a GCV monofosfato, el cual sufre una segunda
fosforilacion mediada por la guanilato quinasa celular y finalmente, por la accion
de otras quinasas celulares, es convertido en el compuesto citotoxico GCV
trifosfatado (GCV-TP) [*°] (Figura 2).

C e B b e A )

Quinasa | Quinasa
HOHCN I }u <|m HONC\C”_O_C.‘
o—

oHC

CH——0—CH oW H NeH—o0—CH ’
QP —O—H,C

HOHKC” O—p—O0—H,C” ° .

Ganciclovir Ganciclovir Quinasas Ganciclovir
Monofosfato Celulares Difosfato
a®

Ganciclovir
C|t0p|asma Tnfosfato/

Figura 2. Activacion del GCV mediante fosforilacion.
El pro-farmaco GCV es fosforilado inicialmente por la HSV/Tk generando GCV monofosforilado,
el cual es convertido por la accién de quinasas celulares a GCV difostato y posteriormente, al
compuesto toxico, GCV trifosfato

La accion citotoxica del GCV-TP se deriva de su similitud estructural con el
sustrato de la ADN polimerasa, el nucleosido 2’deoxi-guanosina trifosfato. De esta
manera, una vez unido a la ADN polimerasa, el GCV-TP puede inhibirla o
incorporarse a la cadena de ADN [*°]. Adicionalmente, las hebras de ADN con

GCV-terminal son sustratos pobres para el alargamiento de la cadena de ADN [*],
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lo cual impide su elongacién [*, 3, *] y finalmente conduce a la muerte celular.

Este tipo de muerte se cree que generalmente se produce por apoptosis inducida
[45 46 47

a través de una via independiente de p53 ]- Sin embargo, se ha reportado

gue en ciertos tipos de células los mecanismos de muerte celular pudieran ser

diferentes [*8, *°, 9.

1.4 Respuesta Inmune Antitumoral
La teoria de la “vigilancia inmunoldgica”, propuesta inicialmente por Mcfarlane

Burnet y Lewis Thomas, plantea que el sistema inmune reconoce las células
tumorales como no-propias y las rechaza. Varias observaciones en humanos y en
modelos experimentales con ratones inmunodeficientes (entre ellos los
denominados ratones desnudos, nu/nu) apoyan esta teoria [°']. Sin embargo,
pareciera que este concepto es valido fundamentalmente en células
transformadas por virus [*], en las cuales se podrian expresar antigenos virales,
mientras que por el contrario, otros tipos de células transformadas podrian
expresar los denominados antigenos tumorales, los cuales tendrian una

inmunogenicidad muy baja.

Por otra parte, se cree que las células transformadas, independientemente de su
mecanismo de transformacidon, presentan diversos tipos de evasion de la
respuesta inmune, que adicionalmente los mecanismos inmunoldgicos de

proteccion podrian ser rebasados por la velocidad de crecimiento tumoral.

Entre los posibles mecanismos de evasion se proponen la ausencia de antigenos
del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) clase |, la activacion de una
respuesta inflamatoria local que impide el reclutamiento de las células efectoras
del sistema inmune con actividad antitumoral o la presencia de factores que

inhiben la activacion de la respuesta inmune [*, *4].
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Desde el punto de vista tedrico, una respuesta inmune celular eficiente contra
tumores estaria determinada por la concurrencia de varios factores: (i) la
expresion de una serie de moléculas inmunorreguladoras tanto en las células
presentadoras de antigeno como en los linfocitos, (ii) una presentacién eficiente de
los antigenos tumorales en las moléculas CMH clase Il y clase | para la activacion
eficiente de linfocitos T CD4+ y CD8+, respectivamente, (iii) probablmente, una

activacion apropiada de linfocitos B y (iv) migracién y reclutamiento de células

Células del l
Estroma = R IL-7 IL-3
s

IL-4

6 1507 - 5] IL-10
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o’ 50 —@0
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citotoxico
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Tumoral 3

(

Linfocito B Célula NK

efectoras al sitio de localizacién del tumor e iniciacion de actividad citotdxica
ejercida por las células NK (del ingles, natural killer) y los linfocitos T CD8+. El
proceso es finalizado con la fagocitosis de células tumorales llevada a cabo por los
macrofagos [*°] (Figura 3).
Figura 3. Representacion esquematica de los mecanismos de la respuesta
inmune antitumoral. Modificado de [55]
Estos mecanismos funcionarian siempre y cuando existiera en las células
tumorales sustancias que pudieran ser presentadas y reconocidas como
antigenos. Aunque no estan claramente definidos, se ha propuesto que los
patrones de expresion de estos antigenos tumorales difieren entre los distintos
tipos de tumores y que podrian clasificarse de manera general como:

* Antigenos especificos de tumor (TSA, del inglés tumor-specific antigens):

Se expresan exclusivamente en células tumorales y evocan facilmente
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respuestas inmunitarias.

* Antigenos caracteristicos de tumor o antigenos de tumor unico: Son TSA
que se expresan unicamente en uno o en unos pocos tumores clonales y
reflejan mutaciones peculiares, caracteristicas de estas clonas tumorales

solamente.

* Antigenos asociados a tumores (TAA, del inglés tumor-associated
antigens). Se expresan tanto en células tumorales como en algun tipo
especifico o estadio de diferenciacién de células normales; frecuentemente
son incapaces de inducir una respuesta inmune especifica por cuanto han
sido sometidos a los mecanismos normales de tolerancia inmunologica a lo

propio.

* Antigenos virales: Son proteinas extrafias que se expresan en tumores y

son producidas por virus oncogénicos.

Estos antigenos tumorales pueden ser reconocidos por células T o por
anticuerpos. Los antigenos tumorales reconocidos por células T CD8+
representan los blancos principales de la respuesta inmune antitumoral, y son
presentados por moléculas MHC clase |; en este caso las células tumorales se
comportan como células presentadoras de antigenos (CPA) durante la fase
efectora de la respuesta inmune y de esta manera pueden ser reconocidas por los
linfocitos T citotoxicos.

Sin embargo, la generacidon de células T especificas contra antigenos tumorales
requieren de su pre-activacion por CPA profesionales tanto en el contexto de las
moléculas MHC clase | como MHC clase |l para activar simultaneamente tanto
linfocitos T CD8+ como T CD4+. Estos ultimos son esenciales para una activacion

eficiente de los linfocitos T CD8+.
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Lo anterior plantea la necesidad de una fuente de antigeno apropiada para las
CPA profesionales (especialmente las células dendriticas). Los linfocitos T CD4+
pueden ser activados por antigenos tumorales provenientes de células tumorales
muertas y fagocitadas. De esta manera, los antigenos pueden ser procesados y
presentados en las moléculas CMH clase |l por la via clasica. Por otra parte, la
presentacion de antigenos que no tienen origen endégeno, en las moléculas CMH
clase | de las células dendriticas requiere del mecanismo de presentacion

cruzada.

Los dos mecanismos anteriores se han estudiado en detalle en modelos de
respuesta inmune antiviral y explican como se pueden generan los linfocitos T
CD8+ activados que eliminan especificamente células infectadas por virus. De
estos modelos se ha podido determinar que el tipo de muerte celular asociado a
las infecciones virales determina el tipo de respuesta inmune en los diferentes

tipos de infecciones virales.

La muerte celular por apoptosis se considera un evento poco inmunogeénico,
mientras que procesos de muerte celular por mecanismos diferentes a la
apoptosis parecen estar asociados a una mejor respuesta inmune antiviral. Esto
ultimo parece ser debido a que la apoptosis es el mecanismo natural de remocion
de células propias y de generacion de tolerancia y a que adicionalmente, esta

forma de muerte celular genera poca o ninguna reaccién inflamatoria.
Por el contrario, la muerte celular por necrosis u otros mecanismos diferentes a la
apoptosis se acompana de una reaccion inflamatoria y se asocia a la induccion de

una buena respuesta inmune contra antigenos intracelulares.

Los diferentes tipos de virus han desarrollado estrategias de supervivencia dentro
del hospedero y de evasion de la respuesta inmune; uno de ellos es el bloqueo de
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la muerte celular por medio de proteinas antiapoptéticas. Sin embargo, pareciera
gue una respuesta evolutiva del sistema inmune contra este mecanismo es la
induccion de un programa de muerte celular diferente a la apoptosis y cercano a la
necrosis. Con esto se garantizaria la destruccién de las células infectadas y la
generacion de un ambiente tisular apropiado para la induccion de una respuesta
inmune apropiada contra antigenos intracelulares. Un buen ejemplo de esto, como
se discutira mas adelante, son los modelos de infecciones con virus codificadores
de inhibidores de proteasas tipo serpinas (SPI) las cuales funcionan como
inhibidores de caspasas y bloqueadores de la inflamacién al mismo tiempo.

Lo anterior permite plantear que la generacion de una respuesta inmune contra
antigenos tumorales mediada por linfocitos T citotoxicos es posible si se generan
las condiciones apropiadas para la presentaciéon de antigenos tumorales. De
hecho, se sabe que los tumores pueden ser destruidos mediante células T
citotoxicas especificas del antigeno tumoral, como ha sido probado en modelos
animales y estudios en humanos, siendo posible verificar respuestas clonales de
células T CD8+ especificas de tumor. Sin embargo, una observacién interesante
es que este tipo de respuestas no siempre son lo suficientemente fuertes y

eficaces como para erradicar el tumor.

No obstante, a pesar de la complejidad del sistema y sus dificultades para estudiar
Sus mecanismos, es claro que éste tiene una funcion antitumoral fundamental y
que su actividad puede ser ineficaz en ciertas circunstancias y los tumores pueden
presentarse en sujetos inmunocompetentes. Por lo tanto, el concepto de
inmunovigilancia a la luz de los conocimientos actuales podria retomarse como un
procedimiento de activacién inmunoldgica contra antigenos tumorales [*°], para el
reconocimiento y eliminacion de células que sufren transformacién tumoral.
Consecuentemente, diversas circunstancias asociadas a inmunosupresion,
incrementan la probabilidad de aparicién de tumores [°’] y aun mas, en individuos
inmunologicamente competentes, ciertos tipos de respuesta inmune (por ejemplo

procesos autoinmunes) podria contribuir a la progresién del tumores [*°].
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1.5 HSVTK/GCV y respuesta inmune especifica antitumoral
El sistema HSVTk/GCV posee algunas caracteristicas interesantes al compararse
con los otros sistemas de GDEPT; entre ellas se destacan, la baja cinética de

activacion del pro-farmaco [*°, %°], sus limitados mecanismos de toxicidad celular

[®"], ausencia de generacidon de la resistencia a los medicamentos [*?, %] y la

amplia y segura utilizacion clinica del GCV [**].

Una limitacion importante radica en el hecho de que, aunque el pro-farmaco puede
difundirse a través de todas las células blanco, el GCV-TP, posee una alta carga
electronica debida a los grupos fosfato, y por lo tanto es insoluble en las
membranas lipidicas, lo que significa que no puede difundirse ni fuera de la célula
ni hacia las células vecinas para ejercer sus efectos toxicos. No obstante, en el
sistema HSVTk/GCV el BE se observa tanto in vitro como in vivo debido a que

este se lleva a cabo mediante la difusién a través de las uniones gap [*°].

Se ha sugerido como un mecanismo adicional del BE, la fagocitosis de vesiculas
apoptoticas producidas por las células tratadas con el sistema HSVTk/GCV.

Por otro lado, se cree que otro mecanismo que potencia el BE in vivo es la
contribucion del sistema inmune del huésped, puesto que en algunos modelos la
eliminacién completa de las células tumorales requiere un sistema inmune intacto.
Varios estudios han mostrado que existe una infiltracion dramatica de células
CD4+ y CD8+ en la masa de células tumorales de animales tratados con el
sistema HSV-TK/GCV [*].

Esta claro, que este efecto es mediado por una respuesta inmune anti-tumoral
especifica, la cual es dependiente de células CD8+ y requiere la presencia de
células CD4+ al momento del tratamiento para el desarrollo de memoria

inmunoldgica [*'].
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Este sistema, y esta observacion en particular, es de gran interés debido a que la
mayoria de los tumores generan metastasis las cuales no serian afectadas
directamente por los procedimientos de terapia con suicidio génico y debido a que
este mecanismo podria ser la base para un método de generacion de vacunas
antitumorales. Sin embargo, una de las limitaciones de este método podria ser la
baja inmunogenicidad de algunos antigenos tumorales especificos.

1.6 Muerte Celular
La muerte celular puede ocurrir mediante dos mecanismos principales, una forma

programada de muerte, denominada apoptosis y otra forma no regulada, conocida
como necrosis [*®]. En condiciones normales, la rata de proliferacién o mitosis
debe mantenerse en equilibrio con la destruccion o apoptosis celular y un
desequilibrio puede conducir al desarrollo de patologias importantes. Por lo tanto,
los procesos de apoptosis en un organismo estan regulados con mucha precision.

1.6.1 Apoptosis y Necrosis

Desde el punto de vista morfolégico los procesos de apoptosis y necrosis se
asocian a alteraciones en la anatomia celular, muy caracteristicas de cada uno de

ellos. En la tabla 2 se presenta un cuadro comparativo de estas caracteristicas [*°,
70
I

Durante la apoptosis, las células pierden el contacto intercelular y se desprenden
ordenadamente del tejido sano; se presenta una condensacion marcada tanto del
nucleo como del citoplasma, lo cual provoca una disminucidén significativa del

tamano celular.

A nivel mitocondrial se presenta una perdida de potencial de membrana

mitocondrial (PMM &6 Aym) y de transicion de permeabilidad mitocondrial (PT) y se
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libera citocromo ¢ hacia el citoplasma ['!, "?]. Esto Gltimo, podria deberse a la
apertura de los poros especializados de PT ["]. La envoltura nuclear y el nucleolo
se rompen, la cromatina se condensa y se separa intra-nucleosomalmente en
fragmentos regulares con longitudes de ~180 pares de bases [*]. La membrana
plasmatica forma invaginaciones y prominencias de morfologia compleja que
culminan con la formacion de vesiculas y finalmente la célula se fragmenta en

pequefios cuerpos apoptoticos que pueden contener organulos condensados.

La muerte celular apoptoética induce cambios en la membrana plasmatica que
permite que los cuerpos apoptoticos sean reconocidos y fagocitados. Después de
la perdida del PT en la mitocondria las moléculas de fosfatidil serina cambian su
orientacion moviéndose desde la cara citoplasmatica hacia la superficie
extracelular de la membrana [°], debido a la disminucién de la actividad de un
aminofosfolipido-translocasa dependiente de ATP y a la actividad dependiente de
las concentraciones intracelulares de calcio de una proteina conocida como

“scramblase” ["°].

Adicionalmente, las citoquinas proinflamatorias interleuquina (IL)-1 ay B (IL-1a/B),
asi como la IL-18, que normalmente se encuentran en formas no transformadas en
el citosol, pueden ser procesadas y liberadas al espacio extracelular durante la
apoptosis ["’]. Por ultimo, las células apoptéticas son rapidamente reconocidas por
la células fagociticas, fagocitadas y degradadas en los lisosomas.

Aunque el proceso de apoptosis ha sido considerado como inmunolégicamente
silencioso, en la actualidad se sabe que los péptidos contenidos en los cuerpos
apoptoticos fagocitados, pueden ser presentados por las células dendriticas [, 79
y pueden inducir algun tipo de respuesta inmune. El desarrollo de este proceso y
los cambios morfologicos ocurren en menos de 24h después de haberse iniciado

el proceso apoptatico.
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Es importante destacar que, durante todo el proceso, las membranas plasmaticas
de las células que mueren y de los cuerpos apoptéticos individuales se mantienen
intactos sin que se produzca salida del material intracelular fragmentado y

condensado en los cuerpos apoptoéticos.

Tabla 2. Cuadro comparativo de las caracteristicas cito-morfolégicas en los
procesos de muerte celular mediados por apoptosis o por necrosis

CARACTERISTICA APOPTOSIS. NECROSIS
Moderado estrés oxidativo Estrés oxidativo severo
Deficiencia de factores de crecimiento Isquemia
Posibles Causas Radiacién Hipertermia
Induccién de receptores de muerte Hipoxia

Altas concentraciones de sustancias tdxicas

Numero de Células Células individuales o pequeiios grupos de células | Células en grupos de grandes cantidades \
Volumen Celular Encogimiento celular Hinchamiento celular, citdlisis ‘

Efecto en la Membrana Plasmatica Membrana celular intacta Membrana celular comprometida

Efecto en Citoplasma Retenido en cuerpos apoptoticos Liberado al espacio extracelular
Efecto en el ndcleo Condensacion de la cromatina Fragmentacién del ndcleo y cromatina
Procesos de inflamacién Celular No hay presencia de inflamacién Inflamacién usualmente presente i
Se requiere ATP No se requiere ATP
Caracteristicas Bioqulmicas =y ke g
Liberacidn de Caspasas Liberacién de enzimas lisosomales

Por otro lado, a diferencia de la condensacion y la reduccion de tamafo que sufren
las células apoptoticas, las células necrdticas inicialmente absorben agua y se
hinchan. Esto hace que finalmente la membrana plasmatica se rompa y se libere
al espacio extracelular el contenido citoplasmatico. Las organelas también se
hinchan y los nucleos no se condensan ni se procesa la cromatina como sucede
en las células apoptéticas. Mas adelante ocurre degradacion del DNA con

generacion de fragmentos de muy diversos tamafios [*° ,*'].

Este ultimo proceso en la necrosis es mediado por un mecanismo dependiente de
proteasas de serina mediante el cual se activan endonucleasas ['®], mientras que
el procesamiento del DNA en la apoptosis es dependiente de proteasas de
cisteina [*%]. Al igual que en la apoptosis, la necrosis también puede conducir a la
liberacion de IL-1a/B; sin embargo en este caso solo se procesa IL-1a y los

mecanismos de procesamiento y liberacién de IL-1 son diferentes ["“].
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1.6.2 Mecanismos de muerte celular no-apoptoticos

Nuevas evidencias experimentales sugieren que la apoptosis no es el unico
mecanismo de “suicidio” celular, sino que las células pueden elegir uno de entre

varios posibles mecanismos de muerte.

Algunos estudios han mostrado en modelos in vivo que a lo largo del desarrollo
embrionario se puede observar un proceso de muerte celular con caracteristicas
morfolégicamente distintas a la apoptosis, cuando la maquinaria enzimatica que
media este proceso esta alterada debido a deficiencias genéticas inducidas de
antemano por ej., mediante la seleccion o silenciamiento de genes codificadores
de caspasas [*].

Aunque usualmente se ha pensado que los mecanismos de muerte celular no
apoptodtica son un recurso de ayuda, alternativo a los mecanismos de muerte
celular programada, que solo son relevantes cuando esta maquinaria no esta
disponible, recientemente se han descrito y dilucidado las vias moleculares de
mecanismos especificos de muerte celular no apoptdtica. Estas formas de muerte
celular no apoptoética se han clasificado como: muerte celular tipo Il, necroptosis y

muerte necrotica mediada por PARP1 (poli (ADP-ribosa) polimerasa-1).

1.6.2.1 Muerte Celular Tipo Il

En este tipo de muerte se observa al interior de las células una acumulacién de
vesiculas encerradas en una doble membrana, estas vesiculas son caracteristicas
del llamado proceso de autofagia fisioldgico de la célula normal, es por esto que a
este tipo de muerte se le suele denominar autofagia [**]. En condiciones normales,
este tipo de autofagia ejerce un papel importante en el mantenimiento de la
homeostasis intracelular eliminando los organulos dafiados o disfuncionales y las
proteinas mal plegadas que pueden ser perjudiciales para la supervivencia [%].

Adicionalmente, en condiciones de privacidn de nutrientes, la autofagia promueve
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la supervivencia celular degradando el contenido intracelular en mal estado, lo que
genera bloqueos en la produccion de energia y en la sintesis de proteinas. La
autofagia esta regulada por un gran grupo de genes ATG (genes relacionados con
autofagia), que son evolutivamente conservados [*°] (Figura 4a).

El mecanismo de este tipo de muerte celular se ha visto asociado a la actividad del
complejo LC3-Ill (complejo Ill Fosfatidilinositol Quinasa-3), la cual puede ser
inhibida por la proteina BCL2 (linfoma de células B-2) y por del supresor tumoral
UVRAG (proteina del gen asociado a la resistencia a radiacion UV).
Adicionalmente, la via de senalizacion activada por la deprivacion de nutrientes
induce a la autofagia a través de la inhibicidn de la proteina mTOR (proteina
blanco de la actividad de rapamicina de mamifero) para permitir la formacion de
las estructuras PAS (sitios de ensamblaje de fagdforos) a partir de las cuales se
forma el auto fagosoma [¥] debido a que mTOR es un importante inhibidor de esta

via y ejerce su funcion en respuesta al estimulo de factores de crecimiento y

nutrientes.
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Figura 4. Mecanismos moleculares de otros tipos de muerte celular no-apoptotica.
Modificada con autorizacion de Cold Spring Harbor Laboratory Press [89]
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La autofagia podria contribuir a la muerte celular inducida por virus. Por ej., el VIH-
1 induce la acumulacion de la proteina BECLIN-1 y muerte en células T CD4+
vecinas no infectadas cuando la proteina de la envoltura VIH-1 (env) interactua
con el receptor de quimiocinas CXCR4 [%, ). Esto podria indicar que la autofagia
no es solo un mecanismo autonomo de muerte celular sino que podria ser un

mecanismo fisiopatoldgico de muerte celular inducida por virus.

Se ha postulado que la autofagia podria ser el mecanismo de la muerte celular tipo
I, la cual asumiria el papel de mecanismo de muerte celular en reemplazo de la
apoptosis cuando los mecanismos de esta via no se encuentran disponibles [*].
También pudiera ser posible que la autofagia sea un mecanismo de muerte celular
normal inducida a niveles bajos en condiciones fisiologicas y que se incremente en
respuesta al estrés celular en condiciones deficientes de apoptosis, esta via podria
ser mediante por BCL2, puesto que BECLIN-1 tiene un dominio BH3 e interactua
con BCL2 [?"]. Lo anterior reflejaria la existencia de un mecanismo de regulacién
convergente de la apoptosis y la muerte celular tipo Il [®?]. Por otro lado, moléculas
proapoptoicas de la familia de BCL2, tales como BNIP3 y Bik, pueden inducir la
activacion de este tipo de muerte [*,%], lo cual sugiere que el tipo de muerte

celular tipo Il puede ser inducida de una manera similar al de la apoptosis.

1.6.2.2 Necroptosis

Se ha propuesto que este tipo de muerte representa un tipo de necrosis
programada cuyo descubrimiento surgido después de observar, en diversos tipos
de experimentos, que bajo estimulos apoptéticos (tales como tratamientos con
ligandos de receptores celulares con dominios de muerte), en condiciones de
deficiencia de caspasas, las células tratadas sufrian un tipo de muerte celular que

morfolégicamente no correspondia a los tipos de muerte convencionales [*°, %, %]

98 99 100
[ 1
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Aunque la necroptosis puede ser activada por los mismos estimulos que inducen
apoptosis, sus caracteristicas morfolégicas son similares a las de la necrosis
patolégica: edema de los organelos, rapida disfuncion mitocondrial,
permeabilizacién de la membrana plasmatica y la falta de fragmentacion nuclear;
todo esto indica que se trata de un mecanismo de muerte diferente ['*', %2].
Estudios recientes demuestran que en el inicio de la necroptosis inducida por el
Factor de Necrosis Tumoral alfa (FNTa) se produce a nivel de su receptor el
reclutamiento y la activacion de un complejo de sefalizacidn intracelular que
involucra la molécula adaptadora RIP1 (receptor-interacting protein kinase)
conformando un complejo de sefalizacion de una via diferente a la de induccién
de activaciéon de las vias de sobrevivencia o de apoptosis que usualmente activa el
FNTa, segun las dosis y las condiciones de la célula. De manera notoria, esta via
es activada también en presencia de inhibidores de caspasa 8 la cual inica la fase
final de la apoptosis y es un inactivador de RIP1 ['®] ['%] (Figura 4b). Otra
evidencia que permite diferenciar la necroptosis de la apoptosis, en el modelo de
FNT, se basa en la identificacion de una serie de moléculas denominadas
necrostatinas, especificamente necrostatin1, las cuales inhiben especificamente la
necroptosis pero no la apoptosis inducida por TNF, a traves de la inhibicién de
RIP1 ['*, %] Adicionalmente, RIP1 se transloca a la mitocondria ocasionando
una ruptura de la asociacién translocasa-ADP-ATP (ANT) con la ciclofilina D ['%]
lo que podria explicar la rapida disfuncion mitocondrial que se asocia con
necroptosis ['°"].

Dada la similitud de muchos de los aspectos observables durante la ejecucion de
los procesos de necroptosis y necrosis, la principal diferencia entre estos dos
mecanismos podria estar en el método de activacioén, que en la necroptosis estaria
regulado por mecanismos y vias de sefalizacion internos, mientras que en la

necrosis responderia a un estrés abrumador.
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1.6.2.3 Muerte Necrética mediada por PARP1

PARP1 (del inglés poly(ADP-ribose) polymerase-1) es una enzima nuclear que

tiene un papel clave en el mantenimiento de la estabilidad del genoma. PARP1 es
activada rapidamente cuando se dan rupturas del ADN y es la encargada de
reclutar los factores reparadores del ADN, uniendo ADP-ribosa con las proteinas
asociadas a la cromatina. La pérdida de PARP1 conduce a un aumento de la
sensibilidad al dafio del ADN ['%] y su sobreactivacién puede conducir a un
mecanismo de muerte independiente de caspasas ['®].

Este mecanismo puede ser visto como una extension de la funcion de vigilancia
del genoma por PARP1, el cual puede mediar la muerte celular asociada a dano
de ADN, en dos diferentes pero muy importantes escenarios (Figura 4c). En
células con altos indices mitéticos, alteraciones del ADN causados por e€j., por
agentes alquilantes, PARP1 promueve el agotamiento de NAD+ citosdlico, lo cual
conduce a la muerte necrética por "colapso energético” en células glicoliticas ['*].
Por otra parte, en células en estado vegetativo, como las neuronas, cuando son
sometidas a condiciones que causan dafio agudo, la muerte neuronal se asocia a
la translocacion del polimero-poli(ADP-ribosas) al citosol, lo cual conduce a la
translocacion de la proteina AIF (del ingles, apoptosis inducing factor) de la

mitocondria al nucleo, donde media la muerte celular.

1.7 Proteina B13R

La induccion de apoptosis en células infectadas por microorganismos
intracelulares es un mecanismo de defensa del hospedero que previene la
replicacion intracelular de los microorganismos y conduce a la activacion de
caspasas, las cuales pueden mediar algunas actividades proinflamatorias. Sin
embargo, se ha reportado que varios tipos de virus portan genes codificadores de
proteinas inhibidoras de caspasas. Se han identificado en varias especies de

virus, diversos inhibidores que funcionan en diferentes niveles de la via de
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sefalizacion de la apoptosis; los llamados inhibidores de proteasas tipo serpinas
(SPI) actuan como seudo sustratos de estas proteasas, inhibiendo asi la funcidn
de las caspasas. Entre éstos estan por ej., la proteina modificadora de la
respuesta de citoquinas (crmA) del virus de la viruela bovina, SPI-1 y SPI-2 del
virus vaccinia y SPIs del virus electromelia [''°]. El gen SPI2 del virus vaccinia (VV)
codifica para el polipéptido intracelular B13R de 38 kDa, el cual no es esencial
para la replicaciéon del virus in vitro. B13R tiene un 92% de identidad de
aminoacidos con la proteina CrmA, la cual inhibe la enzima convertidora de

interleucina (IL)-18 (ICE) o caspasa-1 [ ']

El gen SPI-2 se transcribe
tempranamente durante la infeccion y la proteina codificada muestra similitud con
la superfamilia de los inhibidores de proteasa de serina (serpinas) ['"?]. Se ha
reportado que SPI-2 esta involucrado en la inhibicion de los mecanismos de
apoptosis activados por TNFa o el ligando del receptor Fas (FasL). La union del
TNF o FasL soluble a los receptore TNFR1 o Fas, respectivamente, disparan la
cascada de las caspasas conduciendo al clivaje proteolitico de las proteinas
blanco ['""].

Estas caspasas producen en ultima instancia el fenotipo de células apoptéticas,
incluyendo la fragmentacion nuclear, la pérdida de adherencia de la célula (en

células adherentes) y la contraccién de la célula ['"

]. Las células apoptdticas son
fagocitadas antes de que arrojen su contenido al espacio extracelular y sin inducir
una respuesta inflamatoria fuerte. Aunque crmA/SPI-2 es un potente inhibidor de
caspasa-1, la enzima prototipo de la familia de las caspasas, es probable que el
bloqueo de la apoptosis mediado por SPI-2 sea debido a la inhibicion de otra
caspasa, porque la caspasa-1 (y las caspasas relacionadas a la caspasa-1) esta
predominantemente implicada en inflamacién y en la activacion de citoquinas

asociadas a la actividad inflamatoria [''*].

Un blanco adicional de SPI-2 es la caspasa 8, la cual estda implicada en la

progresion a apoptosis inducida por diferentes factores ['"]. EI VV a través del
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SPI-2, bloquea también la via de la apoptosis inducida por FNT e incrementa la
sensibilidad a la necrosis ['"°] (Li and Beg, 2000). Finalmente, células que
expresan altas concentraciones de SPI-2 al ser tratadas con TNF a altas
concentraciones, cambian su mecanismo de muerte celular mediante apoptosis
por necrosis. Esta observacion permite postular la hipotesis de que la induccion de
muerte celular por un mecanismo irreversible, usualmente mediado por apoptosis,
como es el tratamiento con el sistema HSV-tk/GC en presencia de la proteina
B13R pudiera inducir de todas maneras muerte celular pero a través de un
mecanismo diferente probablemente del tipo necroptosis o muerte necrética
mediada por PARP1.
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2. OBJETIVOS

2.10bjetivo Principal

Evaluar el efecto de la proteina antiapoptoética B13R sobre los mecanismos de
muerte celular inducidos por el tratamiento con el sistema de terapia génica

HSVtk/GCV en lineas celulares tumorales

2.20bjetivos Especificos

1. Desarrollar un vector para la expresion de la secuencia de DNA que codifica
para la proteina recombinante de fusién, constituida por la proteina B13R
del virus vaccinia, fusionada con las proteinas Timidin Quinasa del virus del

herpes simple y GFP

2. Evaluar el mecanismo de muerte celular inducido por el tratamiento de
lineas celulares con el sistema HSV/Tk/GCV en presencia de la proteina
B13R.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Diseio y construccion de vectores de fusion expresando los genes Tk
y/o SPI-2

Se disefiaron y construyeron los siguientes plasmidos.

PEGFP-SPI2: El plasmido pEGFP-SPI2 fue construido insertando en el plasmido
comercial pPEGFPN3 (Invitrogen) el gen SPI2 obtenido mediante la amplificacion
por PCR a partir del vector pCI-SPI2 (gentiimente donado por M. Dobbelstein)
usando los iniciadores forward 5’ cggaattcgcgctacacgaccaatatcg 3’, reverse 5
tccgacaactaattgttaccatcccggggt 3’ conteniendo los sitios de restriccion EcoRl y
Smal.

PEGFP-Tk: El plasmido pGFPN3-Tk se construyo6 insertando el gen Tk obtenido
mediante amplificacion por PCR a partir del plasmido LNC-Tk usando los
iniciadores forward 5  tcccccgggggaatgacagatccca 3y reverse 5
ggggcgtcttgegcetcggatce. El gen Tk fue clonado en el extremo 5 del gen GFP
dentro del vector pEGFPN3 (Invitrogen) en el sitio doble Xmal.

pGFP-SPI2-Tk: El vector pGFP-SPI2-Tk fue construido por la insercion en el
plasmido pGFP-SPI2 del segmento Tk amplificado por PCR en la construccion del
plasmido pEGFP-Tk, en el sitio de restriccion doble Xmal.
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3.2  Cultivo celular y transfeccién
La evaluacion de los plasmidos se realiz6 mediante ensayos de transfeccion

transitoria y cotransfeccion. Las lineas celulares COS7 y HEK-293T fueron
cultivadas y mantenidas en Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM;
Invitrogen) suplementado con Suero Bovino Fetal (SBF) al 10% en una atmosfera
de 5% de CO; y a una temperatura de 37°C. Para cada transfeccioén se sembraron
aproximadamente 3 x10° células en platos de 6 pozos. Luego de 24h de cultivo
(70-80% confluencia), las células fueron transfectadas usando FUGENE-HD
(ROCHE, California) a una relacion de 2:7 (ug vector reportero: yl FUGENE)
siguiendo las indicaciones del fabricante. En cada ensayo se uso6 el plasmido
pEGFPN3 como control positivo de la transfeccion.

3.3 Tincién con GIEMSA
Células HEK-293T fueron sembradas en platos de 6 pozos con una laminilla

previamente incluida en el fondo de cada pozo. Posteriormente, las células fueron
transfectadas con el plasmido pEGFP-SPI2-Tk, y con los plasmidos control pLNC-
Tk y pCI-SPI2 y tratadas con GCV (50ug/ul). Después de 48h de tratamiento se
removidé la laminilla de cada uno de los pozos, se dejo secar y se lavaron dos
veces con PBS 1X evitando remover las células. Posteriormente, las laminillas se
incubaron en formaldehido al 4% durante 20 minutos a temperatura ambiente, se
lavaron nuevamente con PBS 1X una vez para retirar el exceso de formaldehido y
se incubaron con metanol a -20°C por 5 minutos. Finalmente fueron lavadas una
vez mas con PBS 1X, se adicion6 solucion de tincion de GIEMSA y se incubo
alrededor de 15 minutos. El exceso de colorante fue removido por lavado con
buffer de GIEMSA, se secaron las laminillas a temperatura ambiente durante

10min y se observaron al microscopio.

3.4 Microscopia confocal
Células COS7 fueron transfectadas con el plasmido pGFP-SPI2. Después de 48h

de la transfeccion, las células fueron lavadas con PBS y se fijaron con
paraformaldehido 3% durante 12min; luego se lavaron dos veces con PBS y se
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incubaron durante 15 minutos en una solucion tampon de bloqueo (0,1% TritonX
100; 0,1% BSA en PBS). Posteriorment, se realizaron nuevamente lavados con
PBS durante 5min cada uno, y luego fueron contrastadas con una dilucion 1:2000
de aglutinina de germen de trigo, conjugada con tetrametilrodamina (Molecular
Probes Inc, Holanda) y 1:3000 de Hoechst (SIGMA -ALDRICH) en PBS, durante
10min en la oscuridad. Finalmente, se lavaron cuatro veces con PBS durante 5min
cada lavado y se visualizaron por microscopia de fluorescencia con un
microscopio Leica DMRXA (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemania)
equipado con una camara CCD (Modelo S/ N 370 KL 0565, Cooke Corporation) y
conjuntos de filtros para DAPI/Hoechst, Cy3 y Cy5. Las imagenes fueron
obtenidas utilizando el software Slidebook 2.1 (Intelligent imagenes Innovations
Inc)

3.5 Citometria de flujo

Células HEK-293T fueron transfectadas con 2ug de cada uno de los plasmidos
construidos, pGFPN-Tk, pGFP-SPI2 y pGFP-SPI2-Tk. Después de 48h de
transfeccion se evalud el porcentaje de células GFP positivas cuantificadas por
citometria de flujo usando un citometro CyFlow Partec System con filtros para la
expresion de GFP (emisién 507 nm; excitacion 488 nm). Células HEK-293T no

transfectadas fueron usadas como control negativo.

3.6 Electroforesis SDS-PAGE y analisis de electroinmunoensayo

Células HEK-293T fueron transfectadas con el plasmido construido, pEGFP-SPI2-
Tk y el plasmido pEGFP-N3 usado como control. Luego de 48h de cultivo, las
células fueron tripzinizadas, lavadas con PBS 1X, sedimentadas por centrifugacion
a 1500 rpm, 4°C durante 10min y lisadas durante 20 minutos utilizando solucion
tampon RIPA (150 mM NaCl, 4% CHAPS, 0,5% de deoxicolato de Sodio, 0,1%
SDS, 50 mM Tris-HCI pH 8 y coctel de inhibidores de proteasa (todos los reactivos
fueron obtenidos de SIGMA)); el proceso de lisis fue realizado en frio. Las

muestras se mezclaron por agitacioén y los restos celulares se eliminaron a partir
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del extracto de células centrifugando a 13.000 rpm, 4°C durante 10min. La
concentracion de las proteinas se determind utilizando Quick Start Bradford

protein Assay (Biorad) con curva de estandares de BSA.

Aproximadamente 35ug de lisado de proteina total contenidas en bufer Laemmli
2X fueron separadas por SDS-PAGE con 10% de acrilamida (BioRad) en una
solucién tampon de corrido (24.7 mM TrisBase, 1.44% glicina y 0.1% SDS). La
calidad del gel se evalué con colorante azul brillante de Coomassie R-250
(Biorad). Las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa de 0,20
micras de tamafo de poro (Amersham ECL Hybond) en una soluciéon tampon de
transferencia (25 mM TrisBase, glicina 192 mM y el 15% de metanol) durante 16
horas, a 40V en hielo. El proceso de transferencia fue evaluado con el colorante
Ponceaus$S reversible 0,1% (Merck). Las membranas fueron bloqueadas con leche
en polvo descremada al 5% de solucion tampon PBS-T (1.37M NaCl, 27mM KCl,
43mM NapHPO47H,0, 14mM KH2;PO4 y 0,05% de Tween 20) durante 3h a
temperatura ambiente, posteriormente se lavaron con PBS-T tres veces durante
15 minutos cada lavado y se incubaron bajo agitacion durante toda la noche a 4°C
en una dilucion 1:4000 de anticuerpo anti-GFP suero policlonal de conejo
(Invitrogen). Al dia siguiente, las membranas fueron lavadas 3-4 veces con PBS-T
e incubadas con anticuerpo anti-policlonal de cabra (Cytomation Dako) a una
dilucién de 1:2000 durante 2-3 horas a temperatura ambiente. La deteccion de la
proteina se realizé usando el sustrato quimioluminiscente SuperSignal Pico West
(Pierce) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La membrana fue

expuesta a una pelicula de rayos X.

3.7 Evaluacion de apoptosis

3.7.1 Expresion de la fosfatidil serina

Células HEK-293T fueron transfectadas con el plasmido fusion construidos
pEGFP-SPI2-Tk, y los plasmidos control pLNC-Tk y pCI-SPI2 y tratadas con GCV
(50ug/ul). Después de 48h de tratamiento las células fueron lavadas con PBS 1X,
tripsinizadas, e incubadas durante 20min con Anexina V 568 y 7AAD (Invitrogen)
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de acuerdo a las indicaciones del fabricante. Se tomaron aproximadamente 2x10°
células y se centrifugaron durante 5min a 1500rpm. El pellet fue disuelto en 10yl
de Anexina y 2ul de 7AAD e incubado durante 30min protegido de la luz.
Transcurrido el tiempo de incubacion las células fueron lavadas dos veces con
PBS y analizadas por citometria de flujo. Se evalud el porcentaje de fluorescencia
verde y roja usando un citometro FACS CANTO II con filtros para la expresion de
fluorescencia Anexina positiva (emision 507nm; excitacion 488nm) y 7AAD
positivas (emision 650nm; excitacion 530nm). Células HEK-293T no transfectadas

fueron usadas como control negativo.

3.7.2 Potencial de membrana mitocondrial

Células HEK-293T fueron transfectadas con el plasmido de fusion construido
pEGFP-SPI2-Tk, y los plasmidos control pLNC-Tk y pCI-SPI2 y tratadas con GCV
(50ug/ul). Transcurridas 48h de tratamiento, las células fueron incubadas con una
sonda JC-1 1uM (Invitrogen) adicionada al medio de cultivo, e incubadas durante
30min a 37°C, 5% de COZ2. Posteriormente, las células fueron lavadas dos veces
con PBS, tripzinizadas, resuspendidas en PBS-SBF y analizadas inmediatamente
por citometria de flujo usando un FACS CANTO Il con filtros para la expresion de
fluorescencia verde y fluorescencia naranja (emision 500nm; excitacidon 490nm).
Células HEK-293T no transfectadas fueron usadas como control negativo. La
pérdida del potencial de membrana se observd como ausencia de fluorescencia

naranja.

3.7.3 Actividad de Caspasa-3

Células HEK-293T fueron transfectadas con el plasmido de fusion construido
pEGFP-SPI2-Tk, y los plasmidos control pLNC-Tk y pCI-SPI2 y tratadas con GCV
(50ug/ul). Transcurridas 48h de tratamiento las células fueron lavadas una vez con
PBS y centrifugadas durante 5min a 1500rpm y luego se procedi6 al analisis de la
actividad de la Caspasa 3 utilizando el reactivo PhiPhiLux-G2D2 (Oncoimmunin,
Inc). El pellet fue resuspendido en 70pl del sustrato e incubadas a 37°C durante
una hora. Luego de la incubacion, las células fueron lavadas con PBS vy
resuspendidas con solucion tampon de dilucidn. Se evaludé el porcentaje de
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fluorescencia verde y roja mediante citometria de flujo usando un FACS CANTO I
con filtros para la expresién de fluorescencia Anexina V positiva. Células HEK-

293T no transfectadas fueron usadas como control negativo
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4, RESULTADOS

4.1 El vector pEGFP-SPI2-Tk expresa una proteina de fusion con
localizacion y caracteristicas especificas

La caracterizacion del plasmido pEGFP-SPI2-Tk, que porta la secuencia que
codifica para la proteina recombinante de fusion constituida por la proteina B13R
fusionada con las proteinas Tk y GFP, mostré la expresién de una proteina
fluorescente verde en células HEK-293T transfectadas transitoriamente, tanto en
la observacion por microscopia fluorescente como en el analisis por citometria de

flujo.

El analisis por electroinmunotransferencia de extractos de proteinas totales de
estas células permitid identificar con anticuerpos especificos contra GFP, una
proteina de aproximadamente 116 KD correspondiente a la sumatoria del peso de
las tres proteinas (Figura 5). Estas observaciones muestran que el vector pEGFP-

SPI2-Tk expresa eficientemente la proteina de fusiéon B13-TK-GFP.
MW
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Figura 5. Niveles de las proteinas GFP y B13R-Tk-GFP en extractos de proteinas
totales de células HEK-293T transfectadas con los plasmidos pEGFPN3 y pEGFP-
SPI2-Tk.

Las proteinas fueron detectadas por electro-inmunoensayo con un anticuerpo especifico contra
GFP
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La funcionalidad de los vectores pEGFP-Tk y pGFP-SPI2, los cuales expresan las
proteinas reporteras TK-GFP y B13R-GFP, respectivamente, fue evaluada en
células HEK-293T transfectadas transitoriamente con los respectivos vectores. El
analisis por citometria flujo mostré6 porcentajes de células expresando
fluorescencia verde del 50.75% y 85.14% en células transfectadas con los
vectores pEGFP-Tk y pGFP-SPI2, respectivamente. Las células transfectadas con
el vector pGFP-N3, usado como control, mostraron un 95.24% de células GFP

positivas (Figura 6).

Luego de confirmada su actividad como sistema reportero, los vectores pEGFP-Tk
y pEGFP-SPI2 fueron utilizados posteriormente como controles positivos de las

actividades de las proteinas Tk y B13R.
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Figura 6. Niveles de expresion de GFP en células HEK-293T transfectadas con

diferentes plasmidos reporteros.
La gréfica representa el porcentaje de células con intensidades de fluorescencia verde
superiores a los niveles de autofluorescencia de células sin transfectar (HEK-293T); las células
fueron transfectadas con los plasmidos reporteros pEGF-Tk, pEGFP-SPI2 y pEGFP-SPI2-Tk;
como control positivo de la eficiencia de la transfeccion se utilizaron células transfectadas con
PEGFPN3. Las determinaciones se realizaron por cytometria de flujo luego de 48h de la
transfeccion.
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Adicionalmente, la evaluaciéon de la proteina B13R-GFP mediante microscopia
confocal digital de células cos7 transfectadas transitoriamente con el plasmido
pEGFP-SPI2 mostré una proteina fluorescente verde localizada exclusivamente en
el citoplasma celular a diferencia de lo observado en las células transfectadas con
el plasmido pEGFPN3 en las cuales se observa después de las 48h localizacion
de la GFP a nivel nuclear y citoplasmatico. Esta observacion demuestra que la
secuencia codificadora de la proteina B13R-GFP expresa una proteina
fluorescente diferente a la GFP nativa (Figura 7)

Figura 7. Localizacion de la proteina de fusion EGFP-B13R y la proteina EGFP

nativa en células Cos7.

Las células fueron transfectadas con los plasmidos pEGFP (panel superior) y pEGFP-SPI2 (panel
inferior); luego de 48h de cultivo, las células fueron visualizadas por microscopia de
epifluorescencia (A y D) y microscopia confocal digital (B, E, C y F); sin deconvolucién (B y E) y
con deconvolucioén (C y F) para demostrar la presencia de GFP a nivel intranuclear y la exclusion
de esta localizacion de la proteina de fusion. Las membranas y los nucleos celulares fueron
marcadas con la fluorescencia de contraste roja (WGA-rodamina) y azul (Hoechst),
respectivamente.
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4.2 El sistema HSVTk/GCV en presencia de la proteina B13R induce un
tipo de muerte celular con carateristicas morfolégicas diferentes a las de la
apoptosis en células HEK-293T

Para determinar el mecanismo de muerte celular inducida por la proteina de fusion
B13R-Tk y tratamiento con GCV, se evaluaron inicialmente los cambios
morfolégicos en células HEK-293T transfectadas transitoriamente con los
plasmidos que expresan los genes que codifican para la proteina HSVTk
fusionada con B13R (pEGFP-SPI2-Tk) o para la proteina HSVTk sola (pLNCTKk).
La observacion de las células bajo microscopia de luz mostro algunas diferencias

morfoldgicas segun el sistema utilizado (Figura 8).

.";’2'—.:,. 7 ,‘-‘--" )
HEK-293T Tk B13R B13R-Tk B13R + Tk

Figura 8. Aspecto morfologico de células HEK-293T luego del tratamiento
con el sistema HSVTk/GCV, en presencia o ausencia de la proteina B13R.

Las células fueron transfectadas con los plasmidos pLNC-Tk, pCI-SPI2, pEGFP-SPI2-Tk o co-
transfectadas con los plasmidos pLNCTk y pCI-SPI2 y fueron observadas bajo microscopio de
luz (magnificacién 200X) luego de 48h de tratamiento con GCV (50ug/ml)

T ’!:(

En las células transfectadas con el plasmido pLNC-Tk se observé mejor
conservacion de la adherencia celular asi como una morfologia alargada propia de
las células HEK-293T; adicionalmente, se visualizaron pequefos cuerpos
apoptoticos (Fig 8). Por el contrario, en las células transfectadas con el plasmido
pEGFP-SPI2-Tk se observé una alteracion marcada de la morfologia, un proceso
de muerte desordenado en el que se observaron células con edema de todo el
cuerpo celular y un rapido desprendimiento de la placa de cultivo (Fig 8). Como
era de esperarse, cuando las células fueron co-transfectadas con plasmidos que
expresan los genes que codifican para las proteinas Tk y B13R de manera
independiente, se observaron cambios morfolégicos similares pero mas claros que
los observados con el plasmido que expresa la secuencia que codifica para la
proteina fusionada (Fig 8). Las células sin transfectar y tratadas con GCV no
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mostraron cambios en su morfologia, asi como tampoco las células transfectadas

con el plasmido pCI-SPI2 que expresan la proteina B13R en presencia de GCV.

Los cambios morfoldgicos celulares inducidos por el tratamiento de células HEK-
293T con el sistema HSVTk/GCV en presencia de B13R, se evaluaron

adicionalmente por microscopia de luz utilizando tincion de Giemsa (Figura 9).

Figura 9. Caracteristicas morfolégicas asociadas al proceso muerte celular en
células HEK-293T luego del tratamiento con el sistema HSVTk/GCV, en presencia
o ausencia de la proteina B13R.

Las células fueron transfectadas con los plasmidos pLNC-tk (c), pCI-SPI2 (d), pEGFPN3-SPI2-Tk
(f) o cotransfectadas con los plasmidos pLNC-Tk y pCI-SPI2 (e) y coloreadas con GIEMSA luego
de haberse sido tratadas for 48h con GCV. Como controls negativo y positivo de apoptosis, se
utilizaron células no transfectadas (a) y células tratadas con taxol (b), respectivamente
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En este caso, se analizaron células sin transfectar (Figura 9a) y se compararon
con ceélulas transfectadas con los vectores pCI-SPI2 (Figura 9d), células
cotransfectadas con los plasmido pLNC-Tk+pCI-SPI2 (Figura 9e) y células
transfectadas con el plasmido pEGFPN3-SPI2-Tk (Figura 9f); como control
positivo de muerte celular inducido por apoptosis se evaluaron células tratadas
con taxol (Figura 9b).

En las células transfectadas con el plasmido pLNC-tk (Figura 9c) se visualizaron
pequefios grupos de ceélulas y ocasionalmente células individuales mostrando una
morfologia ovalada o casi esférica y una clara disminucién del tamario celular con
poco o casi nulo componente citoplasmatico, en comparacién con la morfologia
alargada normal de esta linea celular de fibroblastos (Fig 9a). Estas células
adquirieron una coloracion intensa de azul oscuro, probablemente debido a la
condensacion de la cromatina. La membrana celular parece estar intacta dado que
no se observo ninguna coloracidn en los espacios extracelulares que pudiera
indicar salida de componentes del espacio intracelular. Adicionalmente, se
observd sobre la membrana plasmatica de algunas células la formacién de
vesiculas redondeadas de color azul intenso compatibles con la estructura de
cuerpos apoptoticos. Una morfologia celular similar se observé en las células
tratadas con el inductor de apoptosis Taxol (Figura 9b).

Por otro lado, en las células transfectadas con el plasmido pEGFP-SPI2-Tk (Figura
9f) se observd la conformacién de grupos con mayor numero células y, a
diferencia de lo observado en las células transfectadas con el plasmido pLNC-Tk o
las células con apoptosis inducida por Taxol, las células presentaron una
morfologia redondeada y de mayor tamafio, caracteristicas compatibles con
edema celular. Adicionalmente, en estas células no se observo la coloracion
intracelular azul debida a la tincién de los nucleos y ribosomas ni tampoco una
coloraciéon de azul intenso asociada a condensacién de la cromatina. Por el
contrario, el citoplasma de estas células presentd un aspecto blanquecino con
algunas coloraciones rojas-rosadas posiblemente debida a la superposicion de

coloraciones secundarias producto de la oxidacion del azul de metileno las cuales
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usualmente tifien nucleos degradados y dispersos en el citoplasma. Asi mismo, en
este caso, los espacios intercelular presentaron una coloracion con rangos entre el
azul, violeta y rosado, lo cual sugiere la presencia de material nuclear, asi como
contenido citoplasmatico, los cuales pudieran haber sido liberados al espacio
extracelular. Estas observaciones sugieren un compromiso en la integridad y la
permeabilidad de la membrana de estas células, asi como también Ila

fragmentacion y liberacion del nucleo y cromatina al espacio extracelular.

Cambios similares a los observados en las células transfectadas con el plasmido
pGFP-SPI2-Tk se observaron en las células co-transfectadas con los plasmidos
pLNC-Tk y pCI-SPI2 (Figura 9e).

El cultivo de células transfectadas con el plasmido pCI-SPI2 y tratadas con GCV
(figura 9d) mostré una morfologia similar a la observada en células sin transfectar
y tratadas con GCV. En estos cultivos se observaron células alargadas con una
coloraciéon violeta claro en el citoplasma y de azul oscuro en los nucleos, sin

ningun tipo de coloracion en los espacios intercelulares.

4.3 El sistema HSVTk/GCV en presencia de la proteina B13R induce una
muerte celular tardia, asociada a cambios en la expresion de la fosfatidil
serina en la membrana citoplasmatica de células HEK-293T

Para determinar las diferencias en los cambios en la membrana celular asociados
a los mecanismos de muerte celular inducidos por GCV en células HEK-293T
transfectadas con los plasmido pEGFP-SPI2-Tk é pLNC-Tk, células sometidas a
los diversos tratamientos fueron marcadas con Anexina V y con 7AAD
simultaneamente, con el fin de determinar la expresion de fosfatidil serina en la

membrana celular y la integridad de la misma (Figura 10).

Después de 48h de tratamiento con GCV las células transfectadas con el plasmido
pLNC-Tk mostraron un porcentaje de células positivas para Anexina V mas alto
que las células transfectadas con el plasmido pGFP-SPI2-Tk (77.2 y 60%

52



respectivamente), mientras que el porcentaje de células doblemente positivas,
Anexina V'/TAAD" fue mas alto en las células transfectadas con el plasmido
pGFP-SPI2-Tk (9.2 y 20% respectivamente).
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Figura 10. Expresion de fosfatidil serina e integridad de la membrana
plasmatica de células HEK-293T Iluego del tratamiento con el sistema

HSVTK/GCV, en presencia o ausencia de la proteina B13R.

Las células fueron transfectadas con los plasmidos pLNC-Tk (Tk) o pEGFP-SPI2-Tk (GST) y
tratadas con GCV. Luego de 48h de tratamiento, las células fueron tedidas con una
combinacién de Anexina V (marcada con un fluorocromo naranja) y el reactivo 7TAAD
(fluorocromo rojo); la intensidad de fluorescencia de los respectivos marcadores fue
determinada por citometria de flujo. Como control negativo se utilizaron células sin transfectar
(NC). La gréfica representa uno de dos experimentos con comportamientos similares.

Por otra parte el porcentaje de células muertas fue ligeramente mas alto en las
células transfectadas con el plasmido pLNC-Tk que en las transfectadas con el
pGFP-SPI2-Tk (86.5 y 80% respectivamente). Por lo anterior, se puede concluir
que del total de células muertas después del tratamiento con GCV un porcentaje
mas alto de las células transfectadas con el plasmido pGFP-SPI2-Tk pasan del
estadio de células Anexina V+/7AAD- al estadio de células doblemente positivas
en comparacion a las células transfectadas con el plasmido pLNC-Tk (89.25 y
74.57% Anexina V+/7TAAD- y 10.64 y 24.94% doblemente positivas,

respectivamente).

Lo anterior indica que aunque las células transfectadas con el plasmido que
expresa la proteina antiapoptotica B13R mueren mas lentamente, estas pierden la
integridad de su membrana plasmatica mas rapidamente, lo cual sugiere un
mecanismo de muerte celular diferente, pero asociado a la expresion de fosfatidil

serina en la cara externa de la membrana plasmatica.
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4.4 El sistema HSVTk/GCV en presencia de la proteina B13R inhibe la
actividad proteolitica tipo caspasa 3 en células HEK-293T

Con el fin de evaluar la actividad catalitica de la caspasa-3 en células
transfectadas con el plasmido fusion pEGFP-SPI2-Tk y tratadas con GCV, se uso6
el sustrato fluorescente DEVDGI el cual es escindido preferencialmente por
proteasas tipo Caspasa 3. La escision de DEVDG, relacionado con la presencia de
la Caspasa 3 fue mucho menor en células que expresaban la proteina de fusion
B13R-Tk en comparacion con las células que expresaban Tk, con porcentajes de
20.3 y 47.8% respectivamente.
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Figura 11. Inhibicibn de caspasa-3 en células HEK-293T Iuego del
tratamiento con el sistema HSVTKk/GCV, en presencia o ausencia de la

proteina B13R.

Las células fueron transfectadas con los plasmidos pLNC-Tk (GCV+Tk), pEGFP-SPI2-Tk
(GCV+B13R-Tk), o co-transfectadas con los plasmidos pCI-SPI2 y pLNC-Tk (GCV+B13R+Tk) y
tratadas con GCV. Como control positivo de la expresion de caspasa-3 y de la actividad
inhibitoria de caspasas de la proteina de fusion B13R-Tk en otro sistema, se utilizaron células
tratadas con taxol y transfectadas con plasmido pEGFP-SPI2-Tk (Taxol+B13R-Tk; Taxol:
células tratadas con taxol y sin transfectar). Como control negativo, se utilizaron células sin
tratamientos y sin transfecciéon (CN). Despues de 48h de tratamiento con GCV o 6h con taxol,
las células fueron marcadas con un sustrato especifico que emite fluorescencia verde luego de
la escisiobn por caspasa-3. Los niveles de fluorescencia fueron determinados mediante
citometria de flujo. La gréfica de barras (A) representa el porcentaje de células positivas para
caspase-3; los histogramas (B) muestran la intensidad de la fluorescencia y el porcentaje de
células que exhiben niveles positivos de fluorescencia (intensidades superiores al nivel de
autofluorescencia de las células HEK-293T; datos no mostrados).

Dado que las células co-transfectadas con los plasmidos portadores de cada una
de las proteinas pCI-SPI2 y pLNC-Tk mostraron un porcentaje de 1.7% podria
atribuirse un significativo valor del porcentaje de sustrato escindido a la pérdida de
expresion que se da en la proteina fusion por tratarse de una proteina triple B13R-
Tk-GFP (Figura 11).

4.5 El sistema HSVTk/GCV en presencia de la proteina B13R induce pérdida
del PMM en menor proporcion a la observada en un proceso de apoptosis en
células HEK-293T

Los cambios en el PMM de células tratadas con el sistema HSVTk/GCV en
presencia o ausencia de la proteina B13R fueron detectados mediante el uso de la
sonda fluorescente JC-1, cual ha demostrado ser un ensayo de alta especificidad
['"7]. JC-1 forma agregados fluorescentes rojos en células que poseen un potencial
de membrana mitocondrial normal; la pérdida de este potencial resulta en una
disminucién de la fluorescencia roja y una ganancia de la fluorescencia verde

debido al estado monomérico del JC-1.

En células HEK-293T sin tratar, se observd un porcentaje de 5.7 en células con

fluorescencia roja positiva. Como se muestra en la figura 12, la sonda JC-1
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responde a los estimulos apoptéticos en células tratadas con Taxol y en células
transfectadas con pLNC-Tk con porcentajes de 93.6 y 95.0 de fluorescencia verde,
respectivamente lo que corresponde a una perdida del PPM. Por otro lado, si bien
las células que expresan en conjunto la proteina apoptotica Tk junto con la
proteina B13R, que se cree es inhibidora de caspasas, expresan también altos
porcentajes de fluorescencia asociada a la perdida del PPM, estas son
considerablemente menores a las células sometidas a estimulos apoptaticos,

conservando porcentajes de hasta 20 y 25% en la fluorescencia asociada a MMP
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Figura 12. Cambios en el potencial de membrana mitocondrial (PMM) en células
HEK-293T luego del tratamiento con el sistema HSVTk/GCV, en presencia o

ausencia de la proteina B13R.
Las células fueron transfectadas con los plasmidos pLNC-Tk (GCV+Tk), pEGFP-SPI2-Tk
(GCV+B13R-Tk), o co-transfectadas con los plasmidos pCI-SPI2 y pLNC-Tk (GCV+B13R+Tk) y
tratadas con GCV. Como control positivo de apoptosis en otro sistema, se utilizaron células
tratadas con taxol. Como control de la integridad del PMM, se utilizaron células sin ningtn
tratamiento ni transfecciéon (CN). Despues de 48h de tratamiento con GCV o 6h con taxol, las
células fueron marcadas con la sonda fluorescente JC-1 la cual forma agregados fluorescentes
rojos (JC-1 Ag) en células que poseen un PMM normal y cambia a fluorescencia verde (JC-1
Mo) en la medida en que se pierde el PMM. Los niveles de fluorescencia fueron determinados
mediante citometria de flujo tomando como referencia de fluorescencia negativa, células sin
ningun tratamiento y sin marcaje con la sonda JC-1 (C). En un experimento piloto (A) para
evaluar la eficiencia de la sonda, se marcaron células sin ningun tratamiento (CN) y células co-
transfectadas con los plasmidos pCI-SPI2 y pLNC-Tk y tratadas con GCV (GCV+B13R+Tk). En
un segundo experimento (B), se evaluaron las células sometidas a todos los tratamientos a
estudiar. Las graficas de barras representan los porcentajes de células con niveles altos de
fluorescencia roja y bajos de fluorescencia verde (JC-1 agregado) y porcentajes de células con
niveles bajos de fluorescencia roja y altos de fluorescencia verde (JC-1 monomero); las graficas
de puntos muestran la intensidad y el porcentaje de células con las diferentes fluorescencias
(fluorescencia roja: JC-1 agregado, eje Y, fluorescencia verde JC-1 monomero, eje X)
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5. DISCUSION

En general, los mecanismos de muerte celular y sus manifestaciones morfologicas
dependen de multiples factores tales como el tipo de células, el metabolismo
energético, la via de sefializacion y el estimulo exterior ademas de otros factores
ambientales. Contrario a lo aceptado hace algunos afios, existen varias formas
intermedias de muerte celular con caracteristicas morfolégicas tanto de apoptosis
como de necrosis. Sin embargo, las vias de sefializacién que conducen a la fase
final de muerte celular en estas formas intermedias aun no estan bien definidas.
Por ejemplo, podria darse el caso de procesos de muerte celular en los que entra
en funcionamiento una via alterna en la cual se activan las proteasas lisosomales;
en este caso la condensacion de la cromatina seria baja y la fragmentacion de los
nucleos por lo general no se llevaria a cabo y por lo tanto no se observarian las

caracteristicas morfoldgicas tipicas de la apoptosis.

Esta claramente documentada actualmente la actividad antiapoptotica de muchas
especies de virus, la cual es ejercida por diversos mecanismos, pero uno de los
mas estudiados es el de los inhibidores de caspasas tales como la proteina B13R
del virus de la vaccinia. En gran medida estas observaciones han llevado al
descubrimiento y elucidacion de otros tipos de muerte celular intermedia entre la
necrosis y la apoptosis. Asi por ej., parece ser que la proteina B13R hace que
células sometidas a estimulos apoptéticos, utilizando muchos de los mediadores
de la apoptosis, cambien la via de senalizacion al final de la fase efectora, al
bloquear la actividad de la caspasa 8 e impedir la capacidad supresora de esta
caspasa sobre RIP1.

Actualmente, parece estar claramente documentado que RIP1 y RIP3 en estas
condiciones, inducen muerte celular por necroptosis. Este tipo de muerte celular
parece estar involucrado en muchos mecanismos fisiopatologicos, incluyendo la

fisiopatologia de las infeciones causadas por virus con actividad anti-apoptotica.
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Aunque la mayoria de los enfoques de los trabajos de investigacidn en este campo
tratan de buscar métodos para la inhibicion de este tipo de muerte celular, con
fines terapéuticos, bajo el enfoque del concepto de terapia génica mediante genes
suicidas, creemos que el desarrollo de un sistema de induccién controlada de
necroptosis pudiera ser de utilidad tanto para el estudio experimental de procesos
fisiopatoldgicos, como para su posible aplicacion en la eliminacion de células no
deseadas por este mecanismo. Un aspecto poco explotado del manejo controlado
de este tipo de muerte celular es su impacto sobre el sistema inmune. La remocion
de células muertas se realiza por fagocitosis y este proceso es el primer paso para
la activacion de una respuesta inmune especifica, si ésta es requerida. Una
pregunta para resolver en este caso es, ¢ qué sucede con el sistema inflamatorio o

el sistema inmune cuando las células mueren por muerte necrotica programada?

Aunque se han reportado muchas excepciones y casos especiales de muerte
celular y respuesta inmune, el concepto aceptado es que la apoptosis causa poca
reaccion inflamatoria y que induce tolerancia inmunologica, mientras que la
necrosis causa inflamacion y activacion de la respuesta inmune, debido a que este
proceso esta asociado a la liberacion de multiples componentes celulares con
actividad proinflamtoria y con gran capacidad de activar la fagocitosis y otros
mecanismos de la respuesta inmune innata. En el caso de las infecciones con
virus vaccinia, éstas se asocian a una respuesta inmune antiviral secundaria a
procesos de muerte celular tipo necrosis inducida por el virus ya que infecciones
con el virus vaccinia en ratones deficientes de RIP3 se asocian a falla en el control
de la replicacion viral. Esta nocion es fortalecida por la observacion de que
algunos virus que codifican para proteinas anti-apoptodticas también producen
inhibidores de RIP1, para bloquer un proceso de muerte celular necroptica que

podria inducir una buena respuesta inmune antiviral['*®].

Finalmente, se ha sugerido que la necroptosis pudiera ser un mecanismo evolutivo

de muerte celular para estimular el sistema inmune frente a la infeccion['"].
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Hasta ahora no se ha explorado el efecto que podria tener sobre el sistema
inmune la muerte de células tumorales por diferentes tipos de muerte no
apoptotica, especialmente la necrosis. Creemos que el sistema que hemos
desarrollado utiliza dos mecanismos virales para la induccion de muerte celular no
apoptotica en forma regulada y que podria ser util para dilucidar este interrogante
en estudios posteriores.

El sistema de induccién de muerte celular HSVTk/GCV ha sido ampliamente
estudiado y es claro que la via extrinseca de la apotosis es su principal
mecanismo de muerte celular. Este sistema induce muerte celular apoptética

asociada a un arresto del ciclo celular ['%°

], acumulacion de p53, incremento de la
expresion de CD95 y receptor del TNF en la superficie celular. La agregacién de
CD95 independiente de CD95-L conduce a la formacion del complejo de
sefalizacion inductor de muerte el cual contiene la proteina con dominio de muerte

(FAAD) y caspasa-8 ['*'].

En nuestros experimentos encontramos que las células transfectadas con el vector
pLNC-Tk y tratadas con GCV muestran a las 48 horas una morfologia tipica de
apoptosis, similar a la observada en células tratadas con Taxol. En estos dos
sistemas hay también un alto porcentaje de células que expresan fosfatidil serina y
se puede observar una proporcion importante de celulas con actividad de caspasa
3 y pérdida del PMM, lo cual sugiere que el mecanismo de muerte celular en estos

dos sistemas es preferencialmente apoptosis.

Sin embargo, las células que expresan las proteinas HSVTk y B13R al ser
tratadas con GCV presentan cambios morfologicos diferentes a los caracteristicos
de las células apoptoticas, pero no tan claramente caracteristicos de la morfologia
de las células necréticas. Aunque es claro que la presencia de la proteina B13R
modifica el mecanismo de muerte celular inducido por el sistema HSVTk/GCV, con
las observaciones que hemos podido obtener hasta ahora no podemos definir
claramente el tipo de muerte celular inducido por este nuevo sistema. Aunque

existen muchas evidencias experimentales que demuestran que estimulos
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apoptoticos primarios en presencia de B13R y otros inhibidores de caspasa 8

122

desencadenan un mecanismo de muerte por necrosis [ ““], ésta se ha descrito

asociada a un fenotipo aponecrotico que se caracteriza por la coexistencia de

123

nucleos fragmentados y organulos degenerados [ “°], que no permite clasificar su

morfologia en forma definitiva como muerte celular necrotica.

Adicionalmente, la morfologia de las células que mueren por necrosis es diversa,
presentandose dos tipos principales de muerte celular necrética: la autofagia y la
desintegracion no lisosomal, cada una de ellas con una morfologia y anatomia

subcelular diferente ['?*

]- Sin embargo, en este trabajo solo se realizé microscopia
de luz convencional de células frescas y después de la tincion con GIEMSA lo cual
permite el estudio y el analisis de la anatomia subcelular. No obstante, las
diferencias microscépicas observadas en células tratadas con el sistema
HSVTK/GCV en presencia o ausencia de la proteina B13R es clara, especialmente
en lo referente a la pérdida de la integridad de la membrana plasmatica y el
aspecto morfolégico general de las células. Lo anterior es compatible con un
cambio tambien claro en el mecanismo de muerte celular el cual tampoco

podemos definir claramente con los datos obtenidos hasta el momento.

Por otra parte, las células tratadas con el sistema HSVTk/GCV en presencia de la
proteina B13R, ademas de las claras diferencias morfologicas, presentaron
diferencia en algunos de los marcadores moleculares, con respecto a las celulas
tratadas en ausencia de B13R; en estas células también hay expresion de
fosfatidil serina , pero en un porcentaje mas bajo y hay un incremento ligero en el
numero de ceélulas sin expresion de fosfatidil serina y en el compartimento de
células con expresion de fosfatidil serina y perdida de integridad de la mebrana,
esto sugiere una actividad disminuida de caspasas y una progresion mas rapida
hacia necrosis en las células que iniciaron la activacion de la via apoptética
mediada por el sistema HSVTk/GCV. Adicionalmente, como es de esperarse la
actividad de caspasas es muy alta en las células tratadas con HSVTk/GCV pero
es dramaticamente disminuida cuando las celulas expresan la proteina B13R

especialmente en los experimentos de cotransfeccion en los cuales tanto Tk como
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B13R tiene 100% de funcionalidad. La actividad bloqueadora de caspasa tambien
es evidente, pero en menor medida, cuando B13R esta presente como la proteina
de fusiéon B13R-Tk, lo que se explica por la perdida de la eficiencia funcional que
sufren las proteinas de fusién. Sin embargo, la proteina de fusion B13R-Tk
también mostro actividad inhibitoria de caspasas en celulas tratadas con taxol.
Aunque el mecanismo de muerte celular inducido por taxol es apoptosis inducida
por la via de la mitocondria, esta via también es dependiente de caspasas y esta
observaciéon demuestra que la proteina de fusion B13R-Tk, tiene un efecto
inhibitorio de caspasas en las dos vias de induccion de apoptosis.

Finalmente, el sistema HSVTk/GCV se asocia claramente a una pérdida de la
integridad del PPM, pero esta caracteristica se ve ligerametne disminuida en las
células tratadas en presencia de B13R, lo cual podria estar relacionado con una
induccién mas lenta de la activacion de la via de apoptosis iniciada por HSVTk-
GCV y es compatible con el efecto bloqueador de caspasa de B13R.

En su conjunto, estos datos indican que nuestro nuevo sistema de induccion de
muerte celular por una via de apoptosis que se asocia al dafio del DNA inducido
por GCV en la presencia de la proteina inhibidora de caspasas, B13R, induce un
tipo de muerte celular diferente a la apoptosis caraterizado por: (i) una clara
diferencia morfoldgica, (ii) una actividad de caspasas muy baja, (iii) compromiso
del PMM disminuido con respecto al proceso clasico de apoptosis, (iv) expresion
de fosfatidil serina en la membrana y (v) pérdida de la integridad de la membrana
plasmatica. Este tipo de muerte celular probablemente es una de las formas de
muerte celular por necrosis programada. Considerando los reportes que
documentan la funcion de la B13R como inhibidora de caspasas y sobre el efecto
de los estimulos apoptoticos en presencia de inhibidores de caspasas tipo SPI, es
muy probable que la muerte celular inducida en nuestro sistema, sea necroptosis.
Esto podria corroborarse mediante estudios de la actividad de RIP1 y RIP3 y su
actividad de kinasa.
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Finalmente, creemos que hemos desarrollado un sistema de induccion de muerte
celular con estimulo apoptético en presencia de inhibidores de caspasas el cual es
muy versatil y facilmente reproducible y pudiera utilizarse para estudios del efecto
de la inhibicion de apoptosis mediada por virus codificadores de caspasa y
especialmente de nuestro interés, el efecto de las distintas formas de muerte
celular sobre el sistema inmune y su respuesta ante las diferentes formas de

muerte de células tumorales.
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6. CONCLUSIONES

El vector que expresa la secuencia de DNA que codifica para la proteina
recombinante de fusion constituida por la proteina B13R, fusionada con las
proteinas Tk y GFP, induce un mecanismo de muerte celular diferente a la
apoptosis en células HEK-293T.

La presencia de la proteina B13R en el sistema de terapia de suicidio
génico, HSVTK/GCV inhibe dramaticamente la actividad de la caspasa-3 y
en menor proporcion la pérdida del PMM en comparacion con la muerte por
apoptosis en células HEK-293T.

Aunque el efecto ejercido por la presencia de la proteina B13R en células
HEK-293T tratadas con el sistema HSVTk/GCV, no confirid caracteristicas
tipicas de muerte celular por necrosis, si permiten sugerir la ocurrencia de
un mecanismo de muerte celular mas cercano a las formas de necrosis,

denominado necroptosis, el cual corresponde a una necrosis programada.

La modificacion en el mecanismo de muerte celular observada mediante la
presencia de la proteina B13R en el sistema HSVTk/GCV, presenta nuevas
posibilidades para su aplicacion en enfoques experimentales de tratamiento
con terapia génica.
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7. PERSPECTIVAS

Aunque el sistema de muerte celular presentado en este trabajo ofrece una
gran potencial para posibles aplicaciones en estudios experimentales de
terapia génica, se requiere identificar y verificar el mecanismo de muerte

celular inducido mediante métodos finos de biologia molecular y celular

El disefio del vector conteniendo los genes para la proteina de fusion, es
susceptible de mejoramiento, ya que el sistema reportero con GFP, reduce
substancialmente la eficiencia de la expresion y la funcidén de la proteina de
interés. Se requiere la generacion de un vector conteniendo unicamente las

dos proteinas de interés, Tk y B13R

Una vez elucidado el mecanismo de muerte celular, futuros ensayos de
inmunizacidn, permitirian comparar la respuesta inmune generada por la
muerte de células tumorales mediante el sistema tradicional HSVTk/GCV y
el sistema HSVTk/GCV en presencia de la proteina B13R.
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