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RESUMEN

La terapia génica en cancer se administra principalmente por
via intravenosa e in situ mediante el empleo de vectores virales
y no virales. La administracion sistémica del vector transfiere el
gen terapéutico al tejido neopléasico, pero también a otros 6rga-
nos. El objetivo de este estudio fue evaluar la distribucion de ex-
presion del gen reportero Lac Z insertado en un vector adenovi-
ral y administrado via intralinfonodal (ILN) en perros con linfo-
sarcoma multicéntrico espontaneo. La distribuciéon de la expre-
sion de la proteina -galactosidasa de un adenovirus no replica-
tivo recombinante (Adg-gal) fue evaluada 72 h después de su
administracion ILN en 6 perros con linfosarcoma multicéntrico
espontaneo mediante la exposicion al sustrato cromogénico X-
gal. Se emplearon dosis de 0 (control), 1,35 X 10'°, 2,53 X 10",
6,10 X 10", 18,38 X 10'°, y 153,85 X 10" particulas virales
(PV)/kg. La expresion se presenté en un 100% del tejido linfoci-
tico neoplasico que incluye, linfonodos y bazo, con menor inten-
sidad se expres6 en organos infiltrados con linfocitos neoplasi-
cos: higado, médula ésea y pulmones. La expresion de $-gal
fue exclusiva en tejido linfocitico neoplasico y en sitios de me-
tastasis. Esto permite mejorar la eficiencia en la transferencia
del gen terapéutico con menores dosis y reducir los riesgos de

Recibido: 25/01/2007. Aceptado: 26 / 02 / 2007.

464

toxicidad y también potencialmente menos inmunogénico. La te-
rapia génica adenoviral via intralinfonodal tiene un elevado po-
tencial para su aplicacién en animales y humanos con linfosar-
coma y también para metastasis linfonodales.

Palabras clave: Terapia génica, linfosarcoma, adenovirus, via
intralinfonodal, perro.

ABSTRACT

Gene therapy administration in cancer is mainly performed by
intravenous, oral, and in situ routes, with viral or nonviral deliv-
ery vector systems. Systemic administration frequently trans-
fers the therapeutic gene to neoplastic tissue and as well as to
other organs. The objective of this study was to evaluate the
distribution expression of Lac Z reporter gene by adenoviral
transfer administered by intralymphonodal route (ILNR) in dogs
with lymphosarcoma. The distribution of -galactosidase pro-
tein expression by a non replicative recombinant adenovirus
(AdpB-gal) delivery was determined in six dogs with spontane-
ous multicentric lymphosarcoma, 72 h after ILNR administra-
tion using X-gal chromogenic substrate. The doses adminis-
tered were 0 (control), 1.35 X 10", 2.53 X 10", 6.10 X 10'°,
18.38 X 10" and 153.85 X 10 viral particles (VP) /kg. The ex-
pression was manifested in 100% of lymphocytic tissue, includ-
ing lymph nodes and spleen. The infiltrated organs with neo-
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plastic lymphocytes: liver, bone marrow and lungs were posi-
tive but with lower intensity. Conclusion. The expression of
p-gal was restricted to neoplastic lymphocytic tissue and
metastatic sites. The ILNR would enhance gene therapy effi-
cacy to a specific cell type and permit the delivery of lower
doses, which result in reduced toxicity and may also potentially
be less immunogenic. This suggests that adenoviral gene ther-
apy by ILNR is a potential model of administration in animals
and human beings with lymphosarcoma and also for metasta-
sis to lymph nodes.

Key words: Gene therapy, lymphosarcoma, adenovirus, in-
tralymphonodal route, dog.

INTRODUCCION

Una de las limitaciones generales en el éxito de la distribu-
cién de genes terapéuticos en la terapia génica in vivo es la difi-
cultad para lograr su transferencia a las células especificas [13].
La mayoria de los vectores virales para la terapia génica, tienen
un tropismo tisular muy amplio, implicando que pueden infectar
una amplia gama de tejidos, esto limita la seguridad de adminis-
tracion por via sistémica [7]. Algunos tejidos que son aparente-
mente refractarios pueden ser infectados segun la via de admi-
nistracion [5]. La terapia génica en cancer se ha administrado por
varias vias, cuando el vector empleado es viral, la via mas recu-
rrida en estudios in vivo es la intratumoral [5, 23], sin embargo,
desde el punto de vista practico, la administraciéon sistémica por
via intravenosa puede ser la de mayor interés clinico [7]. Cuando
el vector es adenoviral en particular, se han empleado las vias in-
traperitoneal [15], intranasal [12], intravenosa [16, 25], intracardia-
ca [24], intraneoplasica [26], en sistema nervioso central [8], en
glandulas salivales [29], intramuscular [10] e intramedular [2] en-
tre otros. La administracién intravenosa resulta con una transfe-
rencia, principalmente en hepatocitos y subsecuente hepatotoxi-
cidad, debido a que los hepatocitos expresan elevados niveles
del receptor de adenovirus y coxackie virus (CAR) [1]. La infec-
cién por un vector adenoviral se inicia formando complejos entre
la proteina de la fibra y CAR, expresado en forma ubicua en la
membrana de las células hospedadoras [28] y continla mediante
la asociacion entre el pentdn de base y las integrinas a, para la
internalizacion del virus [18].

Las neoplasias espontaneas son buenos modelos para
la evaluaciéon de diferentes tipos de terapia con aplicacion en
animales y humanos. La elevada incidencia en animales de al-
gunas neoplasias con comportamiento biolégico similar, tama-
fio corporal, respuestas comparables a agentes citotdxicos y
su corta vida media, son factores que contribuyen a las venta-
jas en el empleo de modelos animales como el perro [22]. Una
de esas neoplasias es el linfosarcoma, que despierta interés
por su aplicacion en humanos, cuya incidencia anual en perros
es de 1 en 3500 en la clinica, mientras que a nivel laboratorial
es de 1 en 350 casos y corresponde a 9,42% de todas las
neoplasias con diagnéstico citolégico [17]. El objetivo de este

estudio fue evaluar la distribucion de expresién de un gen re-
portero insertado en un vector adenoviral y administrado via
intralinfonodal (ILN) en perros con linfosarcoma multicéntrico
espontaneo.

MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se llevé a cabo en el Hospital de Especiali-
dades en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Nacional Autébnoma de México, en el Instituto Na-
cional de Rehabilitacion y el laboratorio de Patologia Clinica
Veterinaria Experto en la ciudad de México. La distribucion de
expresion del gen reportero fue evaluado 72 h después de la
administracion ILN del vector adenoviral en un vehiculo D-
MEM/F-12 (11039-021 GIBCO™ Invitrogen Co, EUA).

Animales

Se emplearon 6 perros adultos de 2 a 7 afios de edad
(un macho y cinco hembras) con linfosarcoma multicéntrico
espontaneo. Como criterio de inclusion se seleccionaron aque-
llos que no estuvieron bajo terapia en 3 meses anterior al tra-
bajo. Fueron mantenidos en jaulas metalicas individuales du-
rante todo el curso de la investigacion. El protocolo de este
estudio fue aprobado por el comité local de ética de la Facul-
tad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Na-
cional Auténoma de México.

Diagnéstico de linfosarcoma

En todos los animales se realiz6 el diagnéstico clinico,
radiolégico y citolégico.

Adenovirus

Se empled un adenovirus (Ad5) no replicativo
recombinante (con las regiones E1 y E3 eliminadas) como
vector portador del gen reportero lacZ (cortesia del Dr. Curiel
del Centro de Terapia Génica de la Universidad de Alabama
EUA), el cual codifica una proteina que corresponde a la
enzima beta-galactosidasa (Ad5p-gal), este vector fue
amplificado y titulado segun el Manual de Aplicacion Version
1,2 de AdEasy™ Vector System Quantum Technologies y
purificado mediante el kit de purificacion Adeno-X™ Virus Mini
Purificator kit de Clontech Laboratories, Inc. EUA.

Prueba de infectividad del adenovirus

Antes de la administracion ILN del Ad53-gal se llevo a
cabo la prueba de infectividad en células Hela (VCA-1001,
Amaxa, Inc. EUA). El propésito de esta prueba fue determinar
si el adenovirus recombinante empleado era capaz de infectar
y expresar la f-galactosidasa en una estirpe celular diferente a
las células de la linea 293, ya que éstas le permiten replicar
por tener la regibn complementaria que provee la funciéon de
E1 eliminada. Al cultivo de células Hela se le adicioné el
sustrato cromogénico X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-D-
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galactopiranésido) hasta cubrirlas completamente e incubar a
37°C durante 12 horas (AdEasy™ Vector System Quantum
Technologies. Montreal, Canada) para la deteccion de
p-galactosidasa. Esta enzima convierte el sustrato en un
producto de color azul indicando las células que fueron
infectadas por el adenovirus y que expresan esa enzima.

Pruebas preliminares de distribucion linfonodal

Se emplearon 2 perros sanos para la evaluacion de distri-
bucién por administracion ILN bajo anestesia general, antes de
su sacrificio, en uno se efectué una evaluacion radiolégica de
distribucién de 1 mL de medio de contraste (loditrast® 76, Juste-
sa, México) en 0 a 5 min y en el otro, con 1 mL de colorante azul
de metileno al 1% por administracién ILN y evaluacion a los 30
min por diseccién para asegurar la introducciéon del vehiculo di-
rectamente en linfonodo y su alcance de distribucion.

Administracién intralinfonodal de Ad54-gal

Se administré 1 mL de Ad5p3-gal via intralinfonodal a una
concentracion de particulas virales (PV) de 0,0 (control), 1,35;
2,52; 6,1; 18,38 y 153,85 X10'%kg en 6 perros con linfosarco-
ma multicéntrico espontaneo. En el perro control se administrd
1 mL del medio “Dulbecco’s Modification of Eagle Medium
(DMEM) F-12 sin fenol” (GIBCO), mismo que fue empleado
como vehiculo del virus en los demas perros. La administra-
cion se efectud por inyeccion lenta (10 s) en los linfonodos cer-
vicales superficiales y en los popliteos [3] (0,25 mL por linfono-
do) en una sola administracion con jeringas de 1 mL.

Evaluacion de la distribucion de $-galactosidasa
adenoviral transgénica

Se efectud el sacrificio de los perros mediante una
sobredosis de pentobarbital sodico a las 72 h de la
administracion del Ad58-gal. Se obtuvieron los linfonodos
mandibulares, cervicales superficiales, axilares, mediastinicos,
popliteos, mamarios e iliacos medios, bazo, higado, pulmones,
cerebro, cerebelo, pancreas, auricula derecha, ventriculo
izquierdo y rifiones que fueron incluidos en solucién salina
fosfato amortiguada (PBS). En la siguiente hora se llevo a
cabo por medio de la inclusién de los 6rganos en el sustrato
cromogénico X-Gal a 37°C durante 12 h (AdEasy™ Vector
System Quantum Technologies. Montreal, Canada) para la
deteccion de p-galactosidasa en los tejidos seleccionados. Se
calificéd la intensidad de coloracion como ligero, moderado e
intenso en los érganos positivos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los 6 perros fueron seleccionados posteriormente al
diagnostico de linfosarcoma mediante el examen fisico, los
signos clinicos presentados por los 6 perros fueron compati-
bles con linfosarcoma multicéntrico, aunque en los casos 1y 2
presentaron hifema bilateral por metastasis oculary el 1; 2y 4
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pérdida de peso y edema como signos paraneoplasicos, mien-
tras que en los casos 3 y 5, solamente se encontro linfadeno-
megalia generalizada (TABLA ). Los cambios radioldgicos
mas relevantes fueron el incremento de densidad mediastini-
ca, desplazamiento ventral del colon, desplazamiento dorsal
de la traquea, esplenomegalia, hepatomegalia e incremento de
densidad pulmonar (TABLA IlI). El diagnostico de linfosarcoma
generalizado se basé en los hallazgos clinicos, con la presen-
cia principalmente de linfadenomegalia generalizada, los sig-
nos radiolégicos y el examen citolégico (FIG. 1-3).

TABLA |
HALLAZGOS CLINICOS DE 6 PERROS CON
LINFOSARCOMA MULTICENTRICO ESPONTANEO/
CLINICAL FINDINGS IN 6 DOGS WITH SPONTANEOUS
MULTICENTRIC LYMPHOSARCOMA

N° de caso 1 2 3 4 5 Control

Signos Clinicos

Linfadenomegalia X X X X X X

generalizada

Hifema bilateral X X

Pérdida de peso X X X X

Tos X

Disnea X

Fiebre X

Depresion X X X X

Nédulos

subcutaneos

generalizado X

Edema X X X

Anorexia X X X X
TABLA Il

HALLAZGOS RADIOLOGICOS EN EL DIAGNOSTICO
DE LINFOSARCOMA EN 6 PERROS CON
LINFADENOMEGALIA GENERALIZADA / RADIOLOGICAL
FINDINGS IN LYMPHOSARCOMA DIAGNOSIS IN 6 DOGS WITH
GENERALIZED LYMPHADENOMEGALY

N° de caso 1 2 3 4 5  Control
Signos Radiolégicos

Desplazamiento

ventral de colon X X X X
Esplenomegalia X X X

Hepatomegalia X X

Desplazamiento

dorsal de traquea X X X X
Densidad

mediastinal X X X X X
incrementada

Incremento de

densidad pulmonar X X
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Hallazgos clinicos frecuentes en perros con linfosarcoma multicéntrico.
A. Opacidad ocular bilateral por hifema secundaria a metastasis ocular. By C. Linfadenomegalia generalizada. ~ D. Depresion.

FIGURA 1. DIAGNOSTICO CLIiNICO DE LINFOSARCOMA/ CLINICAL DIAGNOSIS OF LYMPHOSARCOMA.

Cambios radioldgicos mas frecuentes encontrados en 6 perros con linfosarcoma multicéntrico espontaneo.
A. Desplazamiento dorsal de la traquea e incremento de densidad en mediastino craneal por linfadenomegalia mediastinica. B. Desplazamiento ventral de colon
por linfadenomegalia de iliacos mediales y hepatomegalia.

FIGURA 2. DIAGNOSTICO RADIOLOGICO DE LINFOSARCOMA/ RADIOLOGICAL DIAGNOSIS OF LINFOSARCOMA.
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Imagen citoldgica por aspirado con aguja fina de un caso de linfosarcoma
linfoblastico (1000x). Mitosis anormales tripolares (flecha).

FIGURA 3. DIAGNOSTICO CITOLOGICO DE LINFOSARCO-
MA/ CYTOLOGICAL DIAGNOSIS OF LYMPHOSARCOMA.

En la prueba de infectividad del adenovirus se constato
la infectividad y la transferencia de -galactosidasa con positi-
vidad en las células HelLa (FIG. 4).

La distribucion linfonodal del medio de contraste se ob-
serva que después de la administracién poplitea derecha de 1
mL de medio de contraste, en un minuto se encuentra el tra-
yecto hacia el linfonodo iliaco medial derecho, después de los
5 minutos disminuye la intensidad del medio. El azul de metile-
no se encontré desde el sitio de administracién, el linfonodo
popliteo derecho, hasta el linfonodo iliaco medial derecho a los
30 minutos de administracion (FIG. 5).

La distribucion de la expresion -gal en los tejidos eva-
luados se present6 en todos los linfonodos, en bazo, higado,
pulmones y médula 6sea, mientras que en cerebro, cerebelo,
pancreas, auricula derecha, ventriculo izquierdo vy rifiones re-
sultaron negativos en todos los animales, sin importar la dosis
(FIG. 6). La intensidad fue elevada de manera similar en todo
el tejido linfocitico, incluyendo al bazo sin importar la dosis re-

A. Aspecto macroscopico. B. Aspecto microscopico (100X) a elevada confluencia.

cibida, mientras que en el higado, médula ésea y pulmones
fue de moderada a ligera, encontrandose ésta proporcional a
las dosis empleadas (TABLA ).

Se ha sefialado que, es mejor destruir el cancer que co-
rregirlo genéticamente, mediante las estrategias aprobadas en
la terapia génica del cancer, que podrian dividirse en compen-
sacion de la mutacion, quimioterapia molecular, inmunopoten-
ciaciéon genética, agentes oncoliticos e inhibicién de la angio-
génesis [14]. La busqueda de mejores métodos, protocolos o
vias de administracién estan orientados a disminuir la disemi-
nacion del farmaco a otros tejidos, es decir, ser mas especifico
y asi mejorar el nivel de infeccion y traduccion de los genes te-
rapéuticos, asi como el de disminuir su inmunogenicidad, toxi-
cidad y su potencial inflamatorio [21].

Segun los resultados obtenidos bajo el protocolo descri-
to, la dosis no afecté la distribucion de la expresion viral, a di-
ferencia de lo encontrado en ratones con adenocarcinoma ma-
mario experimental por inyeccién subcutanea, probablemente
debido al tipo de neoplasia y por el inmediato ingreso al torren-
te sanguineo y su llegada a higado [27], como también depen-
de de la expresion de CAR, aunque no es la Unica causa de
biodistribucion [14].

Los adenovirus tienen un tropismo preferencial hacia
higado y pulmones cuando se administra el adenovirus por via
intravenosa o intraperitoneal [15], sin embargo, en un estudio
efectuado con el mismo vector pero con administracion
intraperitoneal [15] o intraportal [11] se encontrd expresion de
pB-gal en corazon y rifiones a diferencia del presente estudio en
donde resulté negativo en estos 6rganos en todos los perros.
Esto puede ser explicado por la via y la velocidad de
administracion, asi como la posibilidad de mayor contacto con
las células, ya que en los perros con linfosarcoma, el retorno
linfatico se ve afectado, ésto incrementa el tiempo de contacto
virus-célula facilitando la infeccion. Después de |la

administracion intravenosa de vectores adenovirales se
encuentran hasta el 90% de los virus en los pulmones y
cuando es via intraportal hasta el 55% [6]. En un estudio con

FIGURA 4. PRUEBA DE INFECTIVIDAD DEL ADENOVIRUS Y TRANSFERENCIA DE 3-GALACTOSIDASA EN CELULAS
HELA/ INFECTIVITY TEST AND TRANSFER OF 3-GALACTOSIDASE IN HELA CELLS.
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v Ry > A

A. Evaluacion radiolégica de distribucion de 1 mL de medio de contraste (loditrast® 76, Justesa, México) inmediatamente después de la administracion del me-
dio de contraste. B y C. Distribucion de colorante azul de metileno por administracién de 1 mL ILN y evaluacion a los 30 min para asegurar la introduccion del

vehiculo directamente en linfonodo y su alcance de distribucion.
FIGURA 5. PRUEBAS PRELIMINARES DE DISTRIBUCION LINFONODAL/ PRELIMINARY TEST OF LYMPHONODAL DISTRIBUTION.

Expresion beta galactosidasa en perros con linfosarcoma multicéntrico espontaneo. Los 6 tejidos fueron sometidos al sustrato X-Gal para detectar la presencia
de beta-galactosidasa, los del lado izquierdo recibieron el vector adenoviral con el gen que expresa beta galactosidasa en porcentaje, los del lado derecho de
cada pareja es el control y no expresa ninguno beta galactosidasa. ~ A: Linfonodos (100%). B: Bazo (100%). C: Pulmones (20%). D: Higado (30%). E: Rifiones

(0%). F: Ventriculos (0%).
FIGURA 6. EXPRESION -GAL COMPARATIVA EN VARIOS TEJIDOS/ COMPARATIVE EXPRESSION 5-GAL IN SEVERAL TISSUES.

469



Distribucién de -galactosidasa como modelo de terapia génica intralinfonodal en perros con linfosarcoma / Nufiez O., L. y col.

TABLA 11l
FRECUENCIA DE DETECCION DE BETA GALACTOSIDASA MEDIANTE EL SUSTRATO CROMOGENICO X-GAL EN 6
PERROS CON LINFOSARCOMA MULTICENTRICO ESPONTANEO A LAS 72 h POSTERIORES A LA ADMINISTRACION ILN
DEL VECTOR AD53-GAL EN DIFERENTES DOSIS/ FREQUENCY OF DETECTION OF BETA-GALACTOSIDASE BY X-GAL STAIN IN 6 DOGS
WITH SPONTANEOUS MULTICENTRIC LYMPHOSARCOMA AT DIFFERENT DOSES, 72 h AFTER ILN ADMINISTRATION OF AD53-GAL VECTOR.

Perro Control 1 2 3 4 5

Tejidos 0PV 1.35 PV 2.52 PV 6.1 PV 18.38 PV 153.85 PV
X10"%kg X10"%kg X10"%kg X10"%kg X10"%kg X10"%kg

LN popliteos - 3+ 3+ 3+ 3+ 3+
LN mamarios - 3+ 3+ 3+ 3+ 3+
LN mandibulares - 3+ 3+ 3+ 3+ 3+
LN axilares - 3+ 3+ 3+ 3+ 3+
LN cervicales - 3+ 3+ 3+ 3+ 3+
LN mediastinicos - 3+ 3+ 3+ 3+ 3+
LN iliacos medios - 3+ 3+ 3+ 3+ 3+
Bazo - 3+ 3+ 3+ 3+ 3+
Higado - + + 2+ 2+ 2+
Médula 6sea - + + + 2+ 2+
Pulmones - + + + 2+ 2+
Cerebro-cerebelo - - - - - -
Pancreas - - - - - -
Auricula derecha - - - - - -
Ventriculo izq. - - - - - -
Rifiones - - - - - -
Total 0,0,0/16 3,0,8/16 3,0,8/16 3,1,8/16 0,3,8/16 0,3,8/16

Las muestras de los tejidos fueron obtenidos durante la necropsia a las 72 h de la administracion intralinfonodal (ILN) del vector adenoviral con el
gen Lac Z que expresa beta galactosidasa. Los datos representan los tejidos positivos y su grado de intensidad de coloracion: (+) Ligera, (2+)
Moderada y (3+) elevada. En el total, se representan en el numerador los tres grados de intensidad y en el denominador el numero de tejidos

evaluados.

administracion adenoviral se encontr6 que la cantidad de
copias por ug de ADN en higado es 10 veces mayor que en
bazo y estbmago, 100 veces el de pulmones, rifiones corazén
musculo y ovarios y 1000 veces el de linfonodos y cerebro
[11]. Estd demostrado que la eficiencia de infeccion depende
de la dosis (concentracion viral por célula), cuando es elevada
puede infectar células que normalmente son consideradas
refractarias [4, 27]. También se ha encontrado resistencia de
las células de linfosarcoma a la infeccion adenoviral [5] por la
insuficiente expresion de receptores CAR [9], sin embargo, se
ha encontrado que la infeccion no depende exclusivamente de
los receptores CAR [4], el cual no es el principal determinante
del tropismo adenoviral in vivo [19]. Si un gramo de neoplasia
contiene aproximadamente 10° células, entonces 1x10'° PV
infectan 10 g de tejido, eso quiere decir que dosis de virus
administradas via intratumoral tedricamente, una dosis de 10"
PV puede infectar 100 g de tumor [20].

CONCLUSIONES

En este estudio la expresion de f-gal fue practicamente
exclusiva del tejido linfocitico neoplasico y en sitios de metas-

470

ILN, Intralinfonodal; PV, particulas virales; Ad5B-gal, Adenovirus 5 con el gen que expresa beta galactosidasa; LN, linfonodos.

tasis. Estos resultados sugieren que se puede mejorar la efi-
ciencia en la transferencia del gen terapéutico con menores
dosis y con ello, reducir su potencial inmunogénico y los ries-
gos de toxicidad observados en otros estudios. La terapia gé-
nica adenoviral via intralinfonodal tiene un elevado potencial
para su aplicacion en animales y humanos con linfosarcoma y
también para metastasis linfonodales.
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