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Resumen 

I 

Resumen  

CARACTERIZACIÓN Y DESARROLLO DE PROMOTORES QUIMERA QUE PERMITAN LA 
REPLICACIÓN VIRAL ESPECÍFICA EN EL ENTORNO TUMORAL 

 
Los  tumores están  compuestos de una masa heterogénea de  células  tumorales que 
incluyen células estromales asociadas que pueden convertirse en una barrera para  la 
lograr una  terapia exitosa contra  la enfermedad. En  los últimos años,  los Adenovirus 
Replicativos  Condicionales  (CRAds)  regulados  por  promotores  recombinantes 
surgieron como una nueva modalidad de terapia para el cáncer. SPARC se encuentra 
expresada en forma muy elevada tanto en células tumorales como en endotelio y en 
los  fibroblastos  activados  de  tumores.  A  partir  de  estos  datos,  decidimos  utilizar  al 
promotor  de  SPARC  para  dirigir  la  replicación  de  los  virus  tanto  en  las  células 
tumorales  como  en  las  células  que  forman  parte  del  tumor.  Logramos  clonar  un 
promotor que demostró mayor actividad en las células que expresan SPARC (F512) que 
se  utilizó  para  dirigir  la  replicación  de  un  CRAd  (Ad‐F512).  Ad‐F512  tiene  efecto 
oncolítico en diferentes líneas celulares de melanoma y en ensayos in vivo se observó 
la eliminación de tumores SB2. Por el contrario, los tumores de melanoma A375N, Mel 
J y el tumor SB2/WI‐38, que combina células de melanoma con fibroblastos, su efecto 
oncolítico es muy reducido. Para aumentar su eficacia adicionamos secuencias de ADN 
conteniendo  elementos  de  respuesta  a  diferentes  condiciones  pato‐fisiológicas  que 
caracterizan al tejido tumoral para aumentar  la replicación. A partir de  los resultados 
obtenidos,  seleccionamos  el  promotor  kBF512HRE  conteniendo  elementos  de 
respuesta a hipoxia (HRE) y elementos de respuesta a NFkB (kB). Construimos el CRAd 
Ad‐kBF512HRE  que  eliminó  el  tumor  SB2/WI‐38  en  todos  los  ratones  pero  no  se 
observa el mismo efecto sobre tumores Mel‐Les y A375N. A partir de estos resultados 
se  cambió  la  fibra adenoviral  involucrada en el pegado al  receptor  celular  y el  virus 
resultante, Ad‐5/3‐kBF512HRE  tiene  efecto  anti‐tumoral  sobre  los  tumores Mel‐Les. 
Estos resultados  indican que  la adición de elementos de respuesta a condiciones que 
caracterizan  al  tejido  tumoral  y  el  cambio de  la proteína  involucrada en  la unión  al 
receptor  celular  aumentan  el  efecto  terapéutico  de  un CRAd  en  las  líneas  celulares 
resistentes y, además, pueden sobrepasar la restricción en la replicación que implica la 
presencia de células estromales.  
 
Palabras Clave: Terapia Génica, Melanoma, CRAd, SPARC, Promotor Quimera. 
 



Abstract 

II 

Abstract 

DESIGN AND CHARACTERIZATION OF CHIMERIC PROMOTERS THAT ALLOWS SPECIFIC 

VIRAL REPLICATION WITHIN TUMOR STROMA 

Human  tumors  are  composed of  a heterogeneous mass of malignant  cells  that  also 
include  tumor‐associated  stromal  cells  that  might  become  a  barrier  for  successful 
therapies.  In  the  last years, Conditionally Replicative Adenoviruses  (CRAds)  regulated 
by  recombinant  promoters  appear  as  a  new modality  for  cancer  therapy.  SPARC  is 
over‐expressed  in tumor cells and associated‐endothelial and –fibroblast cells. Due to 
these results we utilized SPARC promoter for transcriptional regulation due to its over‐
expression on tumor melanoma cells and tumor associated stromal cells. We cloned a 
promoter  that  shows  higher  transcriptional  activity  in  SPARC‐expressing  cells  (F512) 
and  we  used  to  drive  adenoviral  replication  (Ad‐F512).  This  CRAd  shows  oncolytic 
activity in different melanoma cell lines and stromal cells and eliminated SB2 tumors in 
vivo,  however,  in  A375N,  Mel  J  and  mixed  tumor  cell  /fibroblast  SB2/WI‐38,  its 
oncolytic effect was strongly reduced.  In order to  improve  its efficacy we added DNA 
sequences containing responsive elements to different patho‐physiological conditions 
that  characterize  tumor  tissue  to  increase  its  replication.  Based  on  their  activity/ 
specificity ratio we selected kBF512HRE, containing Hypoxia Response Elements (HRE) 
and  NFkB  response  elements  (kB).  We  constructed  Ad‐kBF512HRE  and  eliminated 
SB2/WI‐38 tumor in all mice, on the other side, this effect was not observed on A375N 
and Mel‐Les tumors. After this, we changed the adenoviral fiber, protein responsible of 
cellular  receptor  attachment.  Ad‐5/3‐kBF512HRE  eliminates  2/4  tumors  of  Ad‐
kBF512HRE‐resistant Mel‐Les tumors. These results indicate that addition of enhancer 
elements  responsive  to  tumor‐environmental  conditions  and  fiber  change  improved 
the  therapeutic  effect  of  a  CRAd  over  resistant  cells  and  might  overcome  the 
restriction imposed by the presence of stromal cells.  
 
Keywords: Gene Therapy, Melanoma, CRAd, SPARC promoter, Chimeric Promoter 
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I.1. CÁNCER.  

I.1.1. CONCEPTOS GENERALES 

En  la Argentina, 152 personas  cada 100.000 habitantes mueren por año a  causa del 

cáncer. Es  la segunda causa de muerte en nuestro país después de  las enfermedades 

cardíacas,  representando el 19,5%  de  los  casos  [1]. En Estados Unidos desde el año 

1950  hasta  el  año  2000  las  enfermedades  cardíacas,  las  enfermedades  cerebro–

vasculares y la neumonía han disminuido su incidencia en la población, mientras que el 

cáncer se ha mantenido en niveles similares con 201 muertes cada 100.000 habitantes 

por año [2].  

El término cáncer hace referencia a un proceso que se caracteriza por el crecimiento y 

división desorganizada de células que pueden adquirir  la capacidad de  invadir tejidos 

distintos  al  que  les  dio  origen,  denominándose  metástasis  a  estas  localizaciones 

secundarias.  Asimismo,  se  define  a  la  neoplasia  como  la  estructura  anormal  de  un 

tejido cuyos elementos sustituyen por  invasión a  los tejidos normales, constituyendo 

un  sistema  dinámico  con  la  propiedad  de  cambiar  de  localización  y  gravedad.  El 

termino  tumor  define  a  una  masa  celular  usualmente  neoplásica,  aunque  también 

puede poseer características benignas (no neoplásicas) sin capacidad de invasión.  

El origen de la enfermedad y los factores que favorecen su desarrollo fueron bastante 

discutidos a través de los años. Es sabido que los organismos acumulan gran cantidad 

de mutaciones a través de  los años sin desarrollar  la enfermedad, sugiriendo que  las 

células  humanas  poseen  mecanismos  de  control  intrínsecos  que  impiden  la 

tumorigénesis.  Es  probable  entonces  especular  que  una  mutación  simple  no  es 

suficiente  para  el  desarrollo  de  la  enfermedad,  por  lo  que  la  teoría  del  origen  del 

cáncer por  la acumulación de mutaciones  simples  sea probablemente correcta en  la 

mayoría  de  los  casos.  Una  observación  que  concuerda  con  esta  teoría  es  que  la 

incidencia de  la  enfermedad  aumenta  con  relación  a  la  edad  [3]. Del mismo modo, 

estudios  epidemiológicos  de  la  cinética  de  aparición  de  tumores  en  poblaciones 

humanas  indican  que  cuatro  a  seis  eventos  limitantes  –  posiblemente  mutaciones 

somáticas  –  deben  ocurrir  para  la  formación  de  tumores  en  humanos  [4].  En 

concordancia con este número, el estudio de  la patología del cáncer de colon  indica 

que  existen,  al  menos,  de  cuatro  a  seis  estados  histo‐patológicos  diferentes, 

incluyendo  los  estadios  de  epitelio  hiperplásico,  epitelio  displásico,  varios  tipos  de 
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adenoma  y  finalmente,  carcinoma. Cada  una  de  estas  transiciones  histo‐patológicas 

están acompañadas por mutaciones genéticas específicas necesarias para el desarrollo 

del siguiente estadio y, por lo tanto para la progresión tumoral [5].  

La teoría más ampliamente aceptada para explicar la aparición de la enfermedad es la 

teoría de selección clonal. Esta teoría plantea que el desarrollo tumoral surge por un 

proceso  similar  a  la  evolución  Darwiniana,  en  la  cual,  una  sucesión  de  cambios 

genéticos confiere un tipo de ventaja en el crecimiento o división celular, llevando a la 

conversión progresiva de células normales en células cancerígenas [6, 7].  

A través de  los años se observó que el desarrollo de  la enfermedad no solo dependía 

de la célula tumoral per se sino también del ambiente celular donde se encuentra y si 

este favorece la sobrevida y replicación de las células tumorales.  

I.1.2. EFECTO DEL ESTROMA EN EL CRECIMIENTO TUMORAL 

Como  fue mencionado  anteriormente,  el  tumor  no  solo  está  compuesto  de  células 

tumorales,  existen  diferentes  tipos  celulares  dentro  de  este  complejo  tejido  que 

modifican, de diferentes formas, su crecimiento y capacidad metastásica. Las proteínas 

y células que forman  la matriz del tumor y se ocupan del soporte funcional del tejido 

se  denominan  estroma  (del  griego  tapiz),  que  está  compuesto  por  la  matriz  extra‐

celular  (MEC)  y  las  células  estromales.  Estas  últimas  incluyen  tanto  las  células 

mesenquimales  de  soporte  (fibroblastos  y  adipocitos),  células  del  sistema  vascular 

(endotelio  y  pericitos)  y  del  sistema  inmune  (macrófagos,  neutrófilos,  células 

polimorfonucleares, linfocitos) (revisado en [8]).  

Hace más de un  siglo ya  se  le otorgaba un  rol  importante al estroma  tumoral en el 

desarrollo  de  las  metástasis.  En  1889,  Stephen  Paget  analizó  más  de  700  casos  de 

metástasis de cáncer de mama y concluyó que los sitios donde ocurrían las metástasis 

no podían deberse  solo al azar  sino que el  tejido donde ocurría  la metástasis debía 

proveer  alguna  ventaja  para  que  la  célula  tumoral  crezca.  En  este  trabajo  Paget 

planteaba  que  no  sólo  debía  estudiarse  a  la  célula  tumoral  (semilla)  sino  al  tejido 

donde ocurría  la metástasis  (suelo)  [9]. De esta  forma nació  la  teoría del “suelo y  la 

semilla” para el crecimiento de las metástasis.  

Esta  primera  hipótesis  fue  la  que  inspiró  a  muchos  investigadores  en  el  área  de 

metástasis y luego fue demostrado por diversos trabajos el rol que el estroma cumple 
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no  solo  en  la  metástasis  sino  también  en  el  inicio,  mantenimiento  y  desarrollo  del 

cáncer (revisado en [10]).  

Esta  visión  central  de  la  célula  tumoral  como  la  iniciadora  del  tumor  evolucionó  y 

considera  a  las  células  del  estroma  como  involucradas  en  el  inicio  y  progresión  del 

tumor. En este proceso,  la célula tumoral  induce cambios estructurales en el estroma 

mediante  la  secreción  de  factores  de  crecimiento  que  tienen  como  resultado  la 

formación de nuevos vasos sanguíneos (angiogénesis), la modificación de la estructura 

de  la  MEC,  aumento  en  la  proliferación  de  los  fibroblastos  y  un  aumento  en  el 

reclutamiento de células del sistema inmune (revisado en [11]).  

A  su  vez,  esta modificación  de  las  células  estromales  tiene  como  consecuencia  una 

modificación  de  la  célula  tumoral  que  influye  tanto  en  el  crecimiento  como  en  la 

invasividad y el potencial metastásico del tumor [12, 13].  

El sistema inmune se encuentra también involucrado en el desarrollo del cáncer ya que 

con frecuencia se generan tumores en áreas de inflamación crónica, ejemplos de esto 

son  la hepatitis C y su relación con el cáncer hepático y  la  infección con Helicobacter 

pilory y el cáncer de estómago. En el caso de la artritis reumatoidea se demostró que 

las  características  de  los  fibroblastos  del  sinovio  reumatoide  y  los  macrófagos 

asociados con esta enfermedad son similares a las que poseen estas células en el tejido 

tumoral  [14].  En  los  casos  donde  no  se  observa  inflamación  crónica,  las  células 

tumorales producen quimioquinas y citoquinas que atraen a  los  leucocitos. A su vez, 

estás  células  reclutadas  producen  nuevos  factores  que  también  se  encuentran 

involucrados  en  la  promoción  del  tumor  como  citoquinas,  quimioquinas,  proteasas, 

factores de crecimiento que estimulan la proliferación del endotelio, especies reactivas 

de oxígeno (ROS), que pueden dañar el ADN, Factor de necrosis tumoral alfa (TNFα) e 

interferones (INF) (revisado en [15, 16]).  

El sistema inmune tiene la capacidad de identificar células cancerosas o pre‐cancerosas  

y eliminarlas antes de que puedan causar algún daño. Pero aún con la presencia de un 

sistema de vigilancia  (surveillance)  inmune de  los tumores, estos se desarrollan en  la 

presencia  de  un  sistema  inmune  funcional  y  escapan.  Lo  que  indica  que  las  células 

tumorales deben  inducir un bloqueo del efecto del sistema  inmune sobre  las células 

transformadas (revisado en [17]).  
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En resumen, si el tejido tumoral está compuesto tanto por células tumorales como por 

fibroblastos, células endoteliales y del  sistema  inmune  formando un  tejido mixto, es 

posible hipotetizar que dirigir  la  terapia a  todos  los componentes del  tejido  tumoral 

posibilitaría  eliminar  no  solo  a  las  células  tumorales  sino  al  tejido  que  mantiene  o 

favorece  el  desarrollo  de  las  células  tumorales.  En  este  trabajo  de  tesis  se  busca 

desarrollar  nuevas  terapias  para  el  tratamiento  de melanoma  atacando  a  todos  los 

componentes del tejido tumoral.  

I.1.3. MELANOMA 

El melanoma o  cáncer de piel  resulta de  la  transformación maligna de melanocitos, 

células de la piel y otros tejidos epiteliales que sintetizan el pigmento melanina.  

Los  melanocitos  derivan  de  las  células  de  la  cresta  neural  [18]  y  migran  a  la  piel 

durante el desarrollo. Estas células se encuentran confinadas a la membrana basal de 

la  epidermis  en  una  distribución  no  azarosa,  y  envían  dendritas  que  contactan  con 

queratinocitos presentes en los estratos basales y superficiales de la piel [19] (Figura 1‐

A). Cada melanocito transfiere melanosomas, que contienen melanina, a través de sus 

dendritas a aproximadamente 36 queratinocitos. Esta estructura se denomina unidad 

epidermal de melanina. Una vez en  los queratinocitos, el pigmento protege a  la piel 

mediante la absorción y dispersión de la radiación solar [19] (Figura 1‐A).  

El  melanoma  es  clasificado  histológicamente  en  cinco  estadios  diferentes  según  su 

ubicación  y  el  grado  de  progresión.  El  nevus  benigno  y  el  nevus  displásico  se 

caracterizan  por  la  ruptura  del  equilibrio  celular  de  la  unidad  de  melanina  de  la 

epidermis  con  un  predominio  de  melanocitos  sobre  queratinocitos.  Estas  lesiones 

iniciales evolucionan al melanoma  in situ, que crece de forma  lateral y confinada a  la 

epidermis, denominando a este estadio Melanoma de crecimiento Radial (RGP). En un 

estadio  más  avanzado  de  la  enfermedad  este  crecimiento  es  vertical  (VGP), 

atravesando  la  epidermis,  colonizando  la  dermis  y,  posiblemente,  derivando  en 

metástasis (Figura 1‐C). El paso de crecimiento radial (RGP) a vertical (VGP) es crucial 

en la evolución del melanoma y modifican tanto el pronóstico clínico como el potencial 

metastásico. Esto correlaciona con el factor predictivo que poseen el ancho y alto de la 

lesión primaria en la aparición de las metástasis y el resultado clínico [20].  

El  melanoma  de  crecimiento  radial  se  puede  clasificar  como  una  célula  tumoral 

dependiente del contacto con queratinocitos y  factores de crecimientos  locales para 



Introducción     

6 

crecer. Mientras que en el melanoma VGP las células tumorales escapan del control de 

los queratinocitos y establecen contactos con fibroblastos y adquieren  independencia 

de factores de crecimiento y anclaje [21].  

Cada uno de estos estadios necesita que la célula de melanoma en una primera etapa 

modifique el estroma en el que se encuentra  inmersa, su capacidad de sobrevida,  la 

expresión de receptores para poder lograr el crecimiento hacia el tejido dérmico para 

luego producir metástasis en otros tejidos (revisado en [22]).  

Durante el desarrollo del melanoma los macrófagos activados producen TGF‐β, TNF‐α, 
IL‐1α  y  proteasas  extracelulares.  Estos  factores,  a  su  vez,  inducen  en  las  células 

tumorales  la producción de IL‐8 y factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) 

[23], favoreciendo  la formación de vasos sanguíneos en el tejido tumoral. Estos datos 

indican que no solo la célula tumoral modula el estroma sino que este último también 

produce cambios en la célula tumoral que favorece el progreso de la enfermedad.  

El melanoma tiende a ocurrir a una menor edad que los otros tumores sólidos [24], ya 

que  en  general  los  pacientes manifiestan  la  enfermedad  entre  los  25  y  65  años.  A 

diferencia de lo que ocurre en la mayoría de los tumores en donde se necesita cuatro a 

seis cambios para el desarrollo de  la enfermedad, el melanoma de crecimiento radial 

solo necesitaría tres cambios para el desarrollo [25]. Permitiendo suponer las razones 

de su aparición a una menor edad.  
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Figura 1. Es tructura de  la pie l y es tadios  h is to lógicos  de l m e lanom a. A) Figura 

representando la estructura de la piel y posición de los melanocitos, el cuadro delimitador de la 

figura inferior resalta la unidad epidermal de melanina. B) Figura representativa de los estadios 

histológicos de la piel humana y su progreso a melanoma metastásico. Las flechas de línea 

entera indican los pasos a los siguientes estadios histológicos observados y con flechas negras 

punteadas los posibles saltos de estadios que podrían ocurrir en el progreso de la enfermedad. 

Figuras adaptadas de A) www.cancer.gov/ cancertopics/ pdq/ treatment/ melanoma/Patient y B) Chin, L et al; Nat Rev 

Cancer (2003) 3 (8) 561 

Aunque  la cirugía en un estadio temprano es curativa,  las terapias médicas utilizadas 

en  la actualidad no mejoran  la sobrevida una vez que el  tumor se ha diseminado. El 

melanoma  produce  metástasis  en  estadios  tempranos  del  desarrollo  tumoral,  con 

características agresivas y refractario a las terapias que se aplican [26].  
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Si bien  la detección  temprana, una  adecuada  cirugía  y,  en  algunos  casos,  la  terapia 

adyuvante han mejorado los resultados en el tratamiento de melanoma, alrededor del 

20%   de  los  pacientes  con  estadios  tempranos  de melanoma  desarrollan metástasis. 

Además de ello, el pronóstico de los pacientes con metástasis es bastante sombrío, ya 

que los pacientes con melanoma estadio IV tiene una sobrevida media de 7‐9 meses y 

menos del 5%  sobreviven más de 5 años [27].  

La cantidad de muertes causadas por melanoma ha aumentado en Estados Unidos de 

América durante el período 1990‐2006 un 7,07%  en hombres y se mantiene en niveles 

similares  en  las  mujeres,  a  diferencia  de  lo  que  ocurre  con  otros  tumores.  Según 

estadísticas recientes en ese país sobre el total de nuevos casos estimados de cáncer 

en 2010, el 4,45%  serían melanomas y morirían alrededor de 8700 personas [28].  

Aún no se ha encontrado una cura definitiva para la mayoría de los que padecen esta 

enfermedad.  El  tratamiento  involucra  diferentes  estrategias  que  mayormente 

conducen solo a un aumento del tiempo de sobrevida en los enfermos avanzados.  

I.1.4. EL TRATAMIENTO DE LA ENFERMEDAD 

El objetivo del  tratamiento del cáncer es  remover  todo o  la mayor parte posible del 

tumor y prevenir la reaparición o dispersión del tumor primario.  

Existen  diferentes  terapias  para  el  tratamiento  del  cáncer  y  la  elección  del  tipo 

aplicado  depende  de  las  características  y  localización,  la magnitud  de  la  dispersión, 

edad  y  sexo  del  paciente,  estado  de  salud  general  y  preferencias  personales  de 

tratamiento. Los tratamientos más usuales en esta enfermedad son: cirugía, radiación, 

quimioterapia, inmunoterapia y tratamientos hormonales [29, 30]. 

a) La cirugía es el procedimiento por el cual se  lleva a cabo  la remoción de un tumor 

visible,  es  el  método  utilizado  con  más  frecuencia  para  el  tratamiento  del 

melanoma,  siendo más efectivo en  los estadios  iniciales  [31], aunque  también es 

utilizado en metástasis localizadas [32]. 

 

b) La radioterapia es un método terapéutico que se basa en la utilización de la energía 

cedida  por  una  serie  de  elementos  como  radioisótopos  y  rayos  gama  (γ)  que 

producen radiación  ionizante que provoca daños sobre  la estructura de  la materia 

viva y, de esta  forma,  logran  la destrucción  tumoral. Es utilizada generalmente en 
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casos  en  donde  el  tumor  no  puede  ser  removido  por  cirugía  o  como  terapia 

adyuvante. En melanoma esta terapia es recomendada para tumores primarios no 

extirpables por cirugía [33].  

 

c) La quimioterapia utiliza drogas terapéuticas para lograr la destrucción de las células 

tumorales. La acción de  los distintos agentes químicos antitumorales tienen como 

blancos macromoléculas no enzimáticas (ADN, ARN y proteínas) o bien la alteración 

de  sistemas  enzimáticos  vitales.  Estos  agentes  se  utilizan  para  la  destrucción  de 

células  tumorales  que  se  dispersaron  (metástasis)  o  para  tumores  sólidos. 

Actualmente,  la  quimioterapia  se  utiliza  en  terapia  adyuvante  para  aumentar  la 

efectividad de otros  tratamientos,  como por  ejemplo  en  cirugía, donde  se utiliza 

para  destruir  células  tumorales  que  permanezcan  después  del  procedimiento 

quirúrgico.  Este  procedimiento  también  se  ha  utilizado  para  el  tratamiento  de 

metástasis diseminadas de melanoma [33].  

 

d) Los protocolos que utilizan hormonas son el tratamiento estándar para los tumores 

hormono‐dependientes. Este tipo de terapia  implica el bloqueo de  la producción o 

acción de estas hormonas para reducir el crecimiento tumoral en cáncer de mama 

[34].  

 

e) La  inmunoterapia  se basa en  la posibilidad de explotar el propio  sistema  inmune 

para destruir  las  células  tumorales.  Los agentes  inmunológicos utilizados  incluyen 

anticuerpos  monoclonales  dirigidos  contra  antígenos  tumorales,  proteínas 

producidas  por  el  propio  organismo  (interferones,  interleucinas,  etc.)  y  vacunas 

[35]. Estas últimas no previenen  la  aparición del  cáncer  sino que  se utilizan para 

estimular el  sistema  inmune  contra  células  tumorales ya establecidas. En Estados 

Unidos de América se aprobó la utilización de IL‐2 en altas dosis para el tratamiento 

de pacientes  con melanoma avanzado no‐removible por  cirugía y existen muchas 

proteínas  bajo  ensayos  clínicos  (CTLA‐4,  INF‐α,  TNF‐α)  para  esta  enfermedad 

(revisado en [36]).  

Uno de los mayores problemas de este tipo de terapias convencionales antitumorales 

es la falta de especificidad en la eliminación de las células cancerígenas, dando lugar a 

la generación de efectos colaterales adversos y limitando la dosis terapéutica a utilizar 
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debido  a  su  toxicidad.  Por  tal motivo,  en  los  últimos  años  la  búsqueda  de  terapias 

alternativas  se  centró,  entre  otras,  en  investigaciones  basadas  en  estrategias  de 

terapia génica que permitieran dirigir el efecto sobre el tejido tumoral.  

I.2. TERAPIA GÉNICA 

El  advenimiento  de  la  tecnología  de  ADN  recombinante  en  la  década  del  80,  y  el 

aumento de los datos genómicos, a partir de 1990, han contribuido en la identificación 

de  factores  genéticos  involucrados  en  la  aparición  y  progresión  de  enfermedades. 

Estos avances posibilitaron  la búsqueda de potenciales terapias basadas en  ingeniería 

genética y celular [37‐39]. La terapia génica se basa en la transferencia de genes a las 

células  de  un  paciente  con  el  propósito  de  obtener  un  efecto  terapéutico,  ya  sea 

corrigiendo  un  defecto  de  origen  genético  o  introduciendo  una  nueva  función.  El 

objetivo  final  de  la  terapia  génica  es  el  reemplazo  de  un  gen  causante  de  una 

enfermedad  con  su  contraparte  sana  o  la  introducción  de  un  gen  terapéutico  que 

elimine la afección [40]. Es un tipo de intervención que utiliza los avances científicos y 

técnicos  producidos  en  los  campos  de  la  microbiología,  la  virología,  la  química 

orgánica,  la  biología  molecular,  la  bioquímica,  la  biología  celular,  la  genética  y  la 

ingeniería genética. 

Existen dos modalidades para  la  introducción de  los genes terapéuticos en  las células 

blanco.  En  la  terapia  ex  vivo  las  células  del  mismo  paciente  o  de  donantes  son 

modificadas fuera del organismo para  luego ser reintroducidas en  la persona tratada. 

En  la  terapia  in  vivo  el  gen  terapéutico  es  administrado  directamente  al  paciente 

utilizando, generalmente, un vector de transferencia (Figura 2).  
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Figura 2 . Modalidades  de  Terapia Gén ica. En la terapia ex vivo las células son extraídas 

del paciente, modificadas por el tratamiento con un vector conteniendo el ADN deseado y luego 

re-introducidas en el paciente. En la terapia in vivo el vector conteniendo el ADN deseado se 

aplica directamente y las células son modificadas en el paciente. Imágenes adaptadas de: vector 

(http:/ / xnet.rrc.mb.ca/ davidb/ virology.htm), ADN (http:/ / www.tecnotic.com/ images/ 914335_ _ _ dna_ _ .jpg),  

Para  introducir  el  gen  terapéutico,  denominado  transgén,  en  la  célula  blanco  se 

necesita  de  un  vehículo  de  entrega  o  vector,  denominándose  a  este  proceso  de 

transferencia de material genético  transducción. Se clasifica a  los vectores utilizados 

en terapia génica en dos grandes grupos: virales o no virales.  

Los vectores no virales utilizan diferentes estrategias para la transferencia del material 

genético  [41].  Uno  de  estos  métodos  es  la  inyección  directa  del  material  genético 

(moléculas de ADN desnudo) en  las células blanco [42]. Algunos de  los problemas de 

esta metodología son la baja eficiencia para transferencias in vivo y la gran cantidad de 

material  genético  que  se  debe  utilizar.  Otro  método  es  la  utilización  de  lípidos 

catiónicos capaces de formar complejos con el ADN, denominados  liposomas [43]; en 

este caso el ADN es  incorporado entre  las múltiples bicapas  lipídicas formadas en  las 

micelas y es liberado posteriormente dentro de la célula [44]. Uno de los problemas de 

este procedimiento es que existe una baja importante en la eficiencia de transducción 

in vitro con  respecto a  in vivo, no obstante este  sistema ya ha  sido utilizado para el 

tratamiento de melanomas y los resultados clínicos han sido prometedores [45].  

Actualmente,  los  vectores más  utilizados  son  virus modificados  genéticamente  para 

portar el gen terapéutico. Los virus han evolucionado para encapsular y entregar sus 

genes de manera efectiva a las células huésped. Desde principios del siglo XX existía la 
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idea de que los virus en su versión salvaje o wild type podrían tener efecto terapéutico 

sobre el cáncer. El primer reporte describiendo una remisión de cáncer después de una 

infección con virus Influenza fue realizado hace más de un siglo [46]. En 1912, DePace 

reporta una remisión de un carcinoma uterino posterior después de  la  inyección con 

virus atenuado de la rabia a una paciente que había sido mordida por un perro [47]. A 

partir de este dato y de ensayos en animales, en el año 1940 se realizó en Nueva York 

el primer ensayo  clínico utilizando el  virus  atenuado de  la  rabia en 30 pacientes de 

melanoma, de  los cuales 8 mostraron  remisión  [48]. Después de este primer ensayo 

Southam  y  colaboradores  en  la  década  del  50  realizaron  ensayos  clínicos  utilizando 

diferentes  virus,  entre  ellos,  adenovirus,  arbovirus, mixovirus  y  paramixovirus  sobre 

diferentes  tipos  de  cáncer  y  documentaron  el  efecto  de  estos  sobre  la  remisión  de 

algunos tumores [49‐53]. 

A  partir  de  1980  los  científicos  explotaron  la  capacidad  de  los  virus  de  replicarse 

mediante  la  eliminación de  los  genes  virales patogénicos  y  su  reemplazo por  genes 

terapéuticos. Las células blanco del  tratamiento son  transducidas con el vector viral, 

que descarga su material genético conteniendo el transgén terapéutico. Algunos de los 

diferentes virus utilizados como vectores en terapia génica son:  

a) Retrovirus: estos virus producen copias de ADN doble cadena a partir de su genoma 

de ARN, que se  integran en el ADN de  la célula blanco. Las mayores restricciones de 

estos virus son su bajo título de producción,  la  incapacidad de transducir células que 

no se dividen y el riesgo de mutagénesis insercional [54].  

b)  Adenovirus:  constituidos  por  una  cápside  sin  envoltura  de  membrana  lipídica  y 

genoma de ADN doble cadena que se mantiene como episoma luego de la infección o 

transducción.  Estos  virus poseen  la  ventaja de poder producirse  en  títulos  elevados 

[55]: Una de  las ventajas de este virus es el bajo nivel de  integración en el genoma 

celular en cultivos celulares [56] e  in vivo [57]. Una de  las desventajas para su uso en 

determinadas  aplicaciones  es  la  expresión  transiente  del  transgén  y  su  elevada 

inmunogeneicidad,  lo  cual  tiene  como  consecuencia  la  eliminación  del  virus  y,  por 

ende, del gen terapéutico.  

c)  Virus  adeno‐asociado:  virus  sin  envoltura  con  genoma  ADN  simple  cadena  que 

pueden insertar su material genético en un lugar específico del cromosoma 19 humano 

[58]. Las desventajas de este vector son el bajo título de producción y la posibilidad de 
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co‐purificar el  virus deseado  con el  virus‐helper  (adenovirus o herpes  simple) usado 

para su producción. No obstante,  los métodos de producción de este vector han sido 

perfeccionados y han posibilitado reducir estas desventajas [59].  

d)  Virus  Herpes  Simple:  virus  a  ADN  doble  cadena  con  envoltura  que  transducen 

específicamente neuronas  y  esta propiedad del  virus  se  utiliza para dirigir  el  efecto 

terapéutico a este tipo celular [60].  

e) Virus Vacuna  (Vaccinia Virus): Este virus ha  sido utilizado para  la  transferencia de 

antígenos  asociados  a  tumor en pacientes. Con el uso de este  virus  se observa una 

inducción de  linfocitos T contra el antígeno transferido en  los pacientes. También ha 

sido  utilizado  para  la  transferencia  de  genes  inmuno‐moduladores  a  pacientes  de 

melanoma primario, obteniendo resultados prometedores [61].  

f) Newcastle Disease Virus: Es un virus envuelto con genoma de ARN negativo simple 

cadena que  causa enfermedades en aves  [62] mientras que en humanos  solo  causa 

fiebre  aguda  [63].  Este  virus  se utilizó en melanoma, obteniendo un  aumento en  la 

sobrevida de los pacientes tratados con el virus [64].  

En  esta  tesis  de  doctorado  se  utilizará  como  vector  de  transferencia  génica  al 

adenovirus y en la siguiente sección se describirá su estructura, función y biología. 

I.2.1. ADENOVIRUS  

El adenovirus fue aislado por primera vez en el año 1953 a partir de cultivos de tejido 

adenoide humano debido a su efecto lítico en cultivos in vitro [65].  

Los adenovirus son virus sin envoltura o sin membrana  lipídica con un genoma  linear 

de  ADN  doble  cadena  de  alrededor  de  36  kilobases  (revisado  en  [66]).  Estos  virus 

corresponden a  la  familia Adenoviridae y  los virus humanos  consisten en más de 50 

serotipos  distintos  que  se  categorizan  en  6  sub‐grupos  (A‐F)  basados  en  su 

propiedades  de  hemaglutinación,  capacidad  oncogénica  en  ratones,  homología  de 

secuencia  de  ADN  y  organización  de  genoma  (Figura  3‐A)  [67].  La  estructura  de  la 

partícula  viral  consiste  en  una  cápside  exterior  de  simetría  icosaédrica  y  un  núcleo 

interno formado por nucleoproteínas. La proteína más representada en la cápside viral 

es  hexón  y  en  cada  uno  de  los  doce  vértices  de  la  estructura  viral  se  encuentra  la 

proteína penton base. Esta proteína sirve de punto de anclaje, mediante una unión no 
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covalente, de  la proteína  fibra que protruye de  la estructura  como una  antena  [68] 

(Figura 3‐B).  

El genoma del adenovirus se encuentra organizado en cinco unidades transcripcionales 

tempranas (E1A, E1B, E2, E3 y E4), cuatro intermedios (IVa2, IX, VAI y VAII) y una tardía 

(L1  a  5)  con  dos  extremos  de  entre  36‐120  pares  de  bases  con  secuencias 

complementarias  en  posición  invertida  (ITR)  (Figura  3‐C).  La  primera  unidad 

transcripcional que se transcribe al ingresar el genoma adenoviral al núcleo celular es 

E1A.  La  proteína  E1a  actúa  como  factor  activador  en  trans  de  otras  unidades 

transcripcionales que inducen la entrada en fase S de la célula para crear un ambiente 

propicio para  la  replicación del virus  [69]. Las unidades  transcripcionales  tempranas, 

inducidas  por  la  proteína  E1a,  codifican  para  proteínas  involucradas  en  inhibir  la 

apoptosis  (E1B)  [70],  replicación  del  genoma  adenoviral  (E2A)  [71],  reversión  de  la 

respuesta  inmune  y  persistencia  de  la  célula  infectada  (E3)  [72]  y  transformación  y 

control del ciclo celular (E4) [73]. La unidad transcripcional tardía (L1 a 5) produce un 

transcripto primario poli‐cistrónico que  codifica para  la proteínas de  la  cápside  viral 

(Zhang and Imperiale, 2003 J. Virol. 77, 3586–3594) (Figura 3‐C).  

El  receptor  celular  primario  para  la  unión  de  todos  los  adenovirus,  excepto  los  del 

grupo B, es  la proteína de membrana CAR  (Coxsackie and Adenovirus Receptor)  [74‐

76]. La infección celular comienza con la unión del adenovirus a CAR por el extremo de 

la  fibra  del  serotipo  5  o  2  seguido  de  la  internalización  de  la  partícula  viral.  La 

endocitosis del virus es mediada por la unión del motivo RGD expuesto en la proteína 

pentón base a  las  integrinas αvβ3 o αvβ5 de  la superficie celular [77‐80] y es mediada 

mayormente por un mecanismo dependiente de clatrina [81].  
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Figura 3 . Clas ificación  y es tructura de l adenovirus  hum ano . A) Clasificación de los 

sub-grupos de adenovirus humanos, serotipo y receptores descritos. B)  Diagrama de la 

estructura de un adenovirus. C)  Estructura del genoma adenoviral humano con los extremos de 

repeticiones terminales invertidas (ITR), la señal de encapsidación (Ψ) y sus unidades 

transcripcionales. Figura B)  adaptada de Chailertvanitkul, VA et al Curr Opin BIotech (2010) 21 627 

A  partir  de  la  endocitosis  el  adenovirus  escapa  del  endosoma  mediante 

permeabilización de  la membrana y pasa al  citoplasma  [82]. Este proceso  se origina 

por  la acidificación del medio  intra‐vacuolar que produce cambios en  la estructura de 

la cápside viral y permite su liberación del endosoma [83]. Una vez en el citoplasma las 

partículas  son  transportadas  hacia  el  poro  nuclear  mediante  transporte  por 

microtúbulos  [84]  y  se  unen  al  poro  nuclear  para  permitir  el  ingreso  del  genoma 

adenoviral al núcleo [85]. La proteína hexón se encuentra involucrada en la unión de la 

cápside viral al poro nuclear y,  luego de diferentes procesos,  transportar el genoma 

adenoviral mediante la unión a la histona H1 [83, 85‐87]. Una vez que el genoma viral 

ha  ingresado al núcleo,  la expresión de  los genes  tempranos  tiene  tres objetivos. El 

primero  es  la  estimulación  de  la  célula  para  entrar  en  fase  S  y,  de  esta  forma, 

proporcionar  el  ambiente  intracelular  que  permita  la  replicación  viral.  El  segundo 

objetivo  es  la  protección  de  la  célula  infectada  contra  una  respuesta  antiviral  de  la 
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misma célula y del entorno. Y tercero, producir proteínas virales en forma coordinada 

con proteínas celulares para llevar adelante la replicación del ADN [88].  

El primer gen transcripto es E1A y la proteína E1a producida por este gen transactiva la 

expresión de los otros genes tempranos (E2, E3 y E4) [89] e induce la entrada en fase S 

de la célula infectada para lograr la replicación del genoma adenoviral [90]. La ausencia 

del  gen E1A provoca  la  falta de  replicación del  virus  [91]. Esta estrategia puede  ser 

utiliza para lograr una replicación controlada mediante la regulación de la expresión de 

E1A mediante promotores heterólogos.  Los genes  tardíos  (L1 a  L5)  codifican para  la 

mayor cantidad de proteínas estructurales  involucradas en el armado de  la partícula 

viral.  

 

Figura 4 . Endocitos is  de l Adenovirus . El virus se ancla a la membrana citoplasmática 

mediante los receptores celulares (CAR, CD46, CD80), luego se une a integrinas e induce la 

invaginación de la membrana para la formación de un endosoma temprano del que escapa para 

ser transportado al poro nuclear por los microtúbulos. Luego inserta el genoma adenoviral en el 

núcleo que expresa el gen E1A para continuar con la replicación adenoviral.  

El primer ensayo clínico utilizando adenovirus como agente terapéutico se realizó en 

1956,  muy  poco  tiempo  después  del  descubrimiento  del  virus.  En  este  ensayo  se 

inocularon  pacientes  de  carcinoma  de  cuello  uterino  por  cuatro  rutas  de 
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administración con adenovirus de diferentes serotipo (Ad serotipo 1 al 7 y 10). Aunque 

ninguno de los tratamientos alteró el progreso de la enfermedad, solo en las personas 

tratadas con virus biológicamente activo (sin calentar), se observó un área de necrosis 

tumoral  y  la  formación  de  una  cavidad  en  el  tumor  en  el  65%   de  los  casos.  El 

tratamiento produjo fiebre, malestar y fotofobia solo en 3 de 30 pacientes [92]. En el 

siguiente  ensayo  clínico  utilizando  este  virus  involucró  14  pacientes  con  diferentes 

tipos de cáncer, en este caso el virus utilizado fue el adenovirus de serotipo 14 (en ese 

momento  denominado  virus  RI‐67)  por  diferentes  rutas  de  administración.  En  este 

trabajo  se  reportaron  síntomas  clínicos  menores  y  en  2  de  los  pacientes  que 

presentaron  síntomas de  fiebre  se observó una  regresión  tumoral  transiente. En un 

tercer estudio se inocularon de forma intra‐tumoral o intra‐venosa adenovirus salvaje 

de diferente serotipo (1 al 7 y 9) en 10 pacientes terminales de cáncer cervical. Al igual 

que en  los ensayos anteriores se observaron algunos síntomas menores como fiebre, 

frío, nauseas, dolor abdominal y articular de forma transiente en algunos pacientes. En 

6 de 7 pacientes que fueron a radioterapia en forma posterior al tratamiento con  los 

virus  se  reportó  la destrucción de células  tumorales,  indicando que  la  infección viral 

sensibilizo a las células tumorales al efecto de la radioterapia. De estos siete pacientes, 

5 mostraron estabilidad o regresión de la enfermedad por 16‐24 meses, mientras que 

2  mostraron  progresión  de  la  enfermedad  [93].  Un  posterior  seguimiento  de  estos 

pacientes demostró que 4 de 10 pacientes seguían vivos y libres de la enfermedad 10 

años después  [94].  Estos datos de  ensayos  clínicos  indicaron que  los  adenovirus no 

tienen ningún  efecto  grave  sobre  la  salud del paciente  y mostraron  efecto  sobre  el 

tejido tumoral y, en uno de los casos, en la sobrevida de los pacientes.  

A partir del advenimiento de  las  técnicas de  recombinación homóloga a  fines de  los 

70s  y  principios  de  los  80s,  surgió  la  posibilidad  de  modificar  el  genoma  de  los 

adenovirus para expresar el gen deseado o atenuar su replicación.  

El ADN exógeno puede ser insertado en al menos tres regiones del genoma adenoviral: 

E1,  E3  y  la  pequeña  región  comprendida  entre  E4  y  el  ITR  derecho  (Figura  3‐C).  La 

primera generación de adenovirus recombinantes poseían deleciones en  la región E1 

y/o E3, que bloquea  su habilidad de  replicarse  (E1)  y  genera mayor espacio para el 

clonado de genes  (E3)  [91]. Los adenovirus de  segunda y  tercera generación poseen 

deleciones  en  las  unidades  E1,  E2,  E3  y  E4,  que  confieren  a  estos  vectores   menos 
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capacidad inmunogénica y mayor capacidad para la inserción de ADN exógeno [95‐97]. 

Los adenovirus de cuarta generación o “gutless” solo contienen  las repeticiones ITR y 

la señal de encapsulación y pueden empaquetar hasta 37 kilobases [98, 99]. 

El  primer  ensayo  clínico  utilizando  un  adenovirus  recombinante  no  replicativo  fue 

realizado  en  el  año  1993  en  pacientes  con  fibrosis  quística.  Esta  enfermedad  es 

causada  por  la  falta  de  función  de  la  proteína  encargada  de  la  regulación  de  la 

conductancia  tras‐membrana  denominada  CFTR.  Este  grupo  utilizó  un  adenovirus 

recombinante conteniendo el ADNc del gen CFTR normal y utilizaron este vector para 

transducir el epitelio nasal y bronquial de 4 pacientes. A diferentes tiempos evaluaron 

los  niveles  de  ARNm  y  de  proteína  CFTR  en  muestras  de  pacientes  y  observaron 

aumento de ambos hasta 10 días pos‐tratamiento. El problema de este ensayo fue que 

después  de  10  días  se  observó  una  baja  en  la  expresión  de  CFTR,  probablemente 

debido  a  la  respuesta  inmune  celular  contra  proteínas  del  virus  y  también  una 

respuesta humoral contra componentes de la cápside viral [100].  

En el  caso del  cáncer el primer adenovirus no  replicativo utilizado  fue  rAd‐p53, que 

contiene un casete de expresión del gen P53 [101]. Este gen se encuentra  inactivado 

en alrededor del 50%  de  los canceres humanos (revisado en [102]). El primer ensayo 

clínico  se  realizó  sobre  pacientes  con  cáncer  de  cabeza  y  cuello  que  logró  una 

reducción  o  estabilización  del  tamaño  tumoral  en  9  de  17  pacientes  [103]. 

Posteriormente  se  realizaron  ensayos  clínicos  en  diferentes  tumores  y  se  logró  una 

respuesta  completa  del  64%   en  combinación  con  radioterapia,  mientras  que  la 

radioterapia sola logró un 19%  de respuesta completa [104]. Estos resultados llevaron 

en 2003 a  la aprobación del primer medicamento de  terapia génica, Gendicine  (rAd‐

p53), para el tratamiento de cáncer de cabeza y cuello [105].  

El  mayor  problema  de  esta  estrategia  es  que  el  efecto  depende  de  los  niveles  de 

infección  inicial del  tejido ya que el virus no posee  la capacidad de multiplicarse. En 

cáncer se hipotetizó que el uso de virus de replicación controlada o condicional en el 

tejido tumoral podrían beneficiar al tratamiento debido a su capacidad de matar a  la 

célula  infectada  y,  en  este  proceso,  producir  una  progenie  viral  capaz  de  infectar  a 

nuevas células tumorales.  
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I.3. VIRUS DE REPLICACIÓN CONDICIONAL 

Los  primeros  virus  con  capacidad  de  replicación  condicional  utilizados  para  el 

tratamiento del cáncer surgieron a partir de  la observación de que el virus de herpes 

simple (HSV) que no contenía el gen de la timidina quinasa no era capaz de replicarse 

en células que se encuentren arrestadas o fuera del ciclo celular. A partir de este dato 

y  debido  a  su  neurotropismo,  se  pensó  que  este  virus  podría  utilizarse  para  el 

tratamiento  de  células  tumorales  que  se  encuentran  ciclando  como  los  gliomas.  En 

este  trabajo  inicial  observaron  un  retraso  en  el  crecimiento  y  un  aumento  de  la 

sobrevida de los ratones desnudos en diferentes modelos de glioma tratados con este 

virus [106].  

En 1996  se describe, por primera  vez,  la utilización de un adenovirus de  replicación 

condicional  (CRAd), denominado dl1520 u Onyx‐015, con potencial oncolítico para el 

tratamiento del  cáncer  [107]. Este virus posee una deleción del gen E1B‐55k que  se 

encuentra  involucrado  en  la  proteólisis  de  la  proteína  p53.  Esta  última  proteína 

aumenta  su  expresión  en  células  normales  ante  la  replicación  del  adenovirus, 

causando un arresto celular. Por otro lado, la proteína p53 se encuentra ausente o no 

funcional en muchos  tumores.  Estos datos  indicaban que  su  ausencia  favorecería  la 

replicación del virus Onyx‐015. Posteriormente  se  comprobó que no  se debía a esta 

función  de  la  proteína  E1B‐55k  la  selectividad  por  las  células  tumorales  sino  a  la 

función  que  esta  cumple  sobre  el  bloqueo  de  la  exportación  nuclear  de  ARNm 

celulares  en  las  fases  tardías  de  la  replicación  viral  [108].  El  primer  ensayo  clínico 

utilizando este virus para cáncer de cabeza y cuello se reportó en el año 2000 y a partir 

de este ensayo  inicial  se utilizaron diferentes métodos de  inyección y en otros  tipos 

tumorales  (revisado  en  [109]).  La  compañía  propietaria  de  este  virus  discontinuó  el 

producto  debido  a  una  decisión  de  continuar  con  el  desarrollo  de  otros  productos 

[110].  

Un adenovirus similar a Onyx‐015, pero con una deleción parcial mayor en la región E3, 

y denominado H‐101 se desarrolló en China. Este virus demostró una mayor respuesta 

clínica  objetiva  (parcial  o  completa)  en  combinación  con  quimioterapia  que  la 

quimioterapia sola  (73%  contra 40% )  [111]. Estos resultados  llevaron a  la aprobación 

de este CRAd como medicamento por China en Noviembre de 2005 [112].  
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El  CRAd Onyx‐015  fue  el  primer  adenovirus  replicativo  utilizado  en  ensayos  clínicos 

pero, al igual que H101, no poseen secuencias recombinantes adicionales que puedan 

regular o aumentar su replicación en forma tejido específica. Otro de los problemas del 

uso de los adenovirus del sub‐grupo C (Adenovirus serotipo 2 ó 5) es que la mayoría de 

las  personas  desarrollan  a  temprana  edad  anticuerpos  bloqueantes  contra  estos 

adenovirus, neutralizando su actividad [113, 114]. Por otro lado, la mayoría de los virus 

de estos serotipos administrados por vía endovenosa terminan retenidos en el hígado 

tanto en ratones [115] como en primates no humanos [116] y no alcanzarían el tejido 

deseado en número suficiente para lograr el efecto terapéutico deseado.  

Existen  dos  modalidades  para  sobrepasar  estos  problemas  y  lograr  una  replicación 

adenoviral específica en  las células  tumorales. Una estrategia  involucra  la  regulación 

transcripcional mediante la utilización de secuencias que dirijan la expresión de genes. 

Otra  estrategia  involucra  la  regulación  de  la  unión  a  los  receptores  celulares  o 

regulación transduccional.  

A partir de  la caracterización de regiones regulatorias de  la expresión de genes y del 

conocimiento  de  secuencias  que  poseen  actividad  específica  en  diferentes  tejidos, 

surgió  la posibilidad de acotar  la  replicación viral al  tejido  tumoral. En el caso de  los 

adenovirus,  la  estrategia  utilizada  implica  la  regulación  de  la  replicación  adenoviral 

mediante el uso de promotores específicos de tumor o tejido para dirigir la expresión 

del gen E1A, implicado en la replicación viral (revisado en [117]).  

I.3.1. REGULACIÓN TRANSCRIPCIONAL 

La  falta  de  especificidad  tisular  en  cuanto  a  la  expresión  del  gen  terapéutico  y  la 

regulación de  la expresión génica constituyen unos de  los principales problemas que 

deben ser solucionados en el desarrollo de esta rama de la de terapia génica. Como ya 

se mencionó, una de las estrategias para solucionar este problema es la utilización de 

elementos reguladores o promotores celulares específicos [118]. 

Otra dificultad a resolver en la terapia génica es el tiempo de actividad (expresión) del 

transgén,  ya  que  en  desordenes  monogénicos  es  importante  que  la  actividad  del 

transgén  sea  perdurable,  mientras  que  en  los  tratamientos  contra  el  cáncer  la 

expresión del transgén debe concluir al momento de la eliminación de la enfermedad. 

Estas  necesidades  pueden  abordarse  mediante  la  elección  del  vector  utilizado  o  el 
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desarrollo de estrategias para la regulación de la transcripción del transgén. En el caso 

de los vectores para el tratamiento de enfermedades monogénicas la utilización de un 

virus que se integre al ADN genómico (retrovirus, virus adeno‐asociado) sería más útil 

que un adenovirus, ya que  la probabilidad de mantener  la expresión es mayor en  los 

primeros [119]. Por otro lado, para enfermedades como el cáncer no sería en principio 

necesaria  la  expresión  estable  ya  que  lo  que  se  pretende  es  crear  una  respuesta 

inmediata  antitumoral  y  la  concomitante  memoria  inmunológica  que  permitiría 

eliminar posibles reapariciones del tumor. En cuanto a la regulación transcripcional del 

transgén, en cáncer  la regulación depende de  la cantidad de producto génico que se 

necesita  para  “curar”  el  padecimiento;  esto  puede  ser  abordado  mediante  la 

utilización de un elemento transcripcional específico o promotor transcripcional.  

Se define a los promotores o regiones promotoras a las secuencias de ADN genómico 

que se encuentran aguas arriba de la secuencia transcripta y constituyen los elementos 

centrales en el proceso del control transcripcional. La función regulatoria aportada por 

otros elementos que contribuyen al control de la transcripción, tales como activadores 

(enhancers)  o  supresores,  debe  ser  integrada  en  el  contexto  de  un  promotor  para 

modificar  la  expresión  génica  [120].  Debido  a  la  especificidad  requerida  en  el 

desarrollo de tratamientos de terapia génica para cáncer, los promotores activos en un 

amplio rango de células como el promotor de Citomegalovirus (CMV), poseen un uso 

limitado debido a  la dificultad que existe para  lograr  la transducción específica de un 

tipo  celular  determinado.  Si  se  utilizara  este  tipo  de  promotores  el  transgén  se 

expresaría en cualquier célula transducida por el vector eliminando la especificidad del 

tratamiento. El empleo de promotores o elementos reguladores que posean actividad 

transcripcional  específica  de  tejido  es  una  estrategia  que  intenta  resolver  este 

problema, limitando la expresión del gen terapéutico sólo al tejido deseado.  

Los  criterios utilizados para  la  selección de promotores en  terapia génica del  cáncer 

están basados en la tasa de actividad y especificidad tisular que poseen [121, 122]. Un 

promotor  se  considera  apropiado  para  ser  utilizado  en  terapia  génica  del  cáncer 

cuando  la actividad transcripcional del gen que regula está aumentada en el entorno 

tumoral. 

La  clasificación  entre  promotor  tejido‐específico  o  tumor‐específico  es  bastante 

confusa.  La definición de promotor específico de  tumor  se basa en el hecho de que 
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ciertos promotores son activos en muy bajos niveles o están  inactivados en el  tejido 

normal, pero se expresan en altos niveles en su contraparte tumoral. 

Una clasificación en la cual se incluyen gran número de promotores de posible uso en 

terapia génica de cáncer fue propuesta por Nettelbeck y colaboradores [121]:  

a)  Promotores  específicos  de  cáncer:  específicos  del  proceso  maligno  que  no 

muestran ninguna especificidad de tejido. 

b)  Promotores de tipo tumoral: promotores de genes que poseen poca o ninguna 

actividad  en  las  células  normales  de  un  organismo  adulto  bajo  condiciones  no 

patológicas,  pero  son  activos  o  aumentan  su  actividad  en  cierto  tipo  de  tumores. 

Generalmente son promotores de genes que codifican para antígenos onco‐fetales que 

tienen  especificidad  tisular  definida  (por  ejemplo:  PSA  [antígeno  específico  de 

próstata]  y CEA  [antígeno  carcinoembrionario  expresado  en hepatomas  y  cáncer de 

colon]). 

c)  Promotores activos en condiciones fisiológicas particulares que pueden ocurrir 

en áreas tumorales, como por ejemplo promotores que se activan en regiones donde 

los niveles de oxígeno son reducidos, donde existen procesos inflamatorios, etc. 

d)  Promotores específicos de células del endotelio vascular tumoral.  

Entre los promotores que han sido utilizados en terapia génica podemos mencionar a 

ErbB‐2  [123],  Ciclooxigenasa  2  [124],  α‐fetoproteína  [125],  Antígeno  Específico  de 

próstata  [126,  127],  Antígeno  carcinoembrionario  [128]  y  promotor  midkine  [129], 

entre  otros.  Uno  de  los  promotores  específicos  de  melanoma  descriptos  es  el 

promotor del gen tirosinasa, enzima  involucrada en  la producción de melanina [130]. 

También  se ha utilizado  el promotor de  survivina  [131],  EGR‐1  [132]  y PEG‐3  [133]. 

Todos estos promotores se caracterizan por tener una expresión específica o elevada 

en  las células tumorales, pero el tejido tumoral no solo se encuentra formado por  las 

células tumorales. 

Si el tejido tumoral está compuesto tanto por células tumorales como por fibroblastos, 

células endoteliales y del sistema inmune formando un tejido mixto que es diferente al 

estroma de un  tejido normal, es posible hipotetizar que al utilizar un promotor que 

posea alta actividad en todos los componentes del tejido tumoral se eliminar no solo a 



Introducción     

23 

las células tumorales sino al tejido que mantiene o favorece el desarrollo de las células 

tumorales.  

Diversos estudios demuestran que la sobreexpresión de SPARC se encuentra asociada 

con la progresión maligna de diferentes tipos de tumores, entre ellos cáncer de mama, 

colorectal  [134]  y,  en  melanomas  [135,  136],  entre  otros.  Además,  esta  proteína 

también se encuentra sobrexpresada en células endoteliales y fibroblastos asociados al 

tumor [137].  

I.3.1.1. SPARC 

SPARC es una proteína de secreción, ácida y rica en cisteínas que pertenece a un grupo 

de factores asociados a la matriz extracelular (MEC) que regulan la interacción matriz‐

célula. El gen que codifica  la proteína SPARC muestra un alto grado de conservación 

evolutiva, presentando el gen humano un 92%  y 38%  de  identidad con respecto a su 

contraparte en ratones y nematodos, respectivamente [138].  

SPARC fue descripta por primera vez en el año 1981 por J. Termine y colaboradores e 

inicialmente  fue  denominada  Osteonectina  ya  que  fue  caracterizada  como  un 

producto  presente  en  tejido  óseo  [139].  En  el  año  1984  otro  grupo  caracterizó  la 

misma  proteína  en  medio  de  cultivo  de  células  endoteliales  bovinas,  humanas  y 

porcinas,  como  así  también  en  líneas  murinas  malignas  o  transformadas  y  en 

neoplasmas humanos, denominándola en este caso proteína 43K [140]. Cabe destacar 

que en este trabajo no observó una expresión uniforme de la proteína en las distintas 

líneas celulares de neoplasmas humanos testeadas. En el año 1986 otro grupo clonó y 

caracterizó  a  SPARC  a  partir  de  endodermo  fetal  murino  y  recién  a  partir  de  este 

trabajo  se  le  atribuyó  una  función  estructural  y  antigénicamente  relacionada  a  la 

proteína 43K [141].  

La proteína SPARC se encuentra altamente conservada desde anfibios a humanos con 

un 70%  de homología [142] y también se encuentra D. melanogaster [143] y C. elegans 

[138].  

I.3.1.1.1. PROPIEDADES BIOLÓGICAS DE SPARC.  

SPARC  es  una  proteína  de  298‐304  aminoácidos,  constituyendo  los  primeros  17 

aminoácidos la secuencia señal de secreción, compuesta por tres dominios.  
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SPARC modula la adhesión celular a través de un posible receptor aún no identificado, 

que participaría en una cascada de señalización asociada a la formación de adhesiones 

focales  [144].  SPARC  se  encuentra  íntimamente  relacionada  con  la  adhesión  y 

migración  celular  ya  que  puede  interactuar  directamente  con  algunos  de  los 

componentes de la MEC, como la vitronectina, para modular la adhesión celular [145] 

y  colágeno  [146,  147].  Se  expresa  en  situaciones  en  donde  se  inician  cambios 

dinámicos en los contactos célula‐célula o célula‐matriz, como en la remodelación y/o 

renovación  de  tejidos  en  organismos  adultos  y  durante  el  desarrollo  embrionario 

[137].  SPARC  afecta  la  progresión  tumoral  en  diferentes  niveles.  En  el  caso  de  las 

primeras etapas del melanoma, SPARC se encuentra involucrada en la inducción de la 

expresión  de  proteínas  involucradas  en  la  transformación  oncogénica  de  los 

melanocitos  [148].  También  fue  demostrado  por  nuestro  laboratorio  y  otros  que 

SPARC se encuentra  involucrado en  la transición epitelio‐mesenquimal del melanoma 

[148‐150]. En estadios más avanzados de la progresión tumoral, SPARC producida por 

las células  tumorales o por el estroma  (endotelio, sistema  inmune o  fibroblastos), se 

encuentra  involucrada  en  el  escape  tumoral  mediante  la  inhibición  de  la  inmuno‐

vigilancia y la promoción de la angiogénesis [136, 151‐155] (Figura 5).  

 

Figura 5.Efectos  de  SPARC duran te  la progres ión  tumoral.  SPARC se encuentra 

asociado a diferentes pasos del progreso tumoral. (Adaptado de Podhajcer, OL y col. (2008) Cancer 

Metastasis Rev). 
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I.3.1.1.2. EL PROMOTOR DE SPARC 

El  gen  de  SPARC  se  encuentra  localizado  en  el  brazo  largo  del  cromosoma  5  en 

humanos [156] (Figura 6), en la región central del cromosoma 11 en ratones [141] y en 

el cromosoma 7 en bovinos [157].  

Los  promotores  de  SPARC  humano  [158],  murino  [159]  y  bovino  [160]  han  sido 

clonados  y  caracterizados.  La  comparación  entre  estos  promotores muestra  que,  al 

igual que lo observado a nivel del gen, existe una alta homología de secuencia.  

Se observó también que  los promotores de SPARC humano y bovino, carecen de una 

caja  TATA  consenso,  elemento  que  se  encuentra  en  muchos  promotores  de  genes 

eucariotas [161]. Ambos promotores contienen dos cajas GGA (Figura 6), de las cuales, 

la caja GGA1 exhibe una gran similitud entre las dos especies.  

Si  bien  el  promotor  de  SPARC  humano  contiene  diferentes  dominios  regulatorios, 

Hafner y colaboradores (1995) observaron que  la caja GGA1 es necesaria y suficiente 

para  obtener  una  máxima  actividad  transcripcional,  mientras  que  el  elemento 

espaciador que separa las dos cajas GGA posee un efecto negativo sobre su expresión 

[158].  Es  importante  destacar  que  este  grupo  ha  demostrado  que  en  humanos  la 

región promotora que  contiene  sólo  las  cajas GGA no  es  suficiente por  sí  sola para 

conferir especificidad de expresión en diferentes  líneas celulares,  lo contrario ocurre 

con una región similar del promotor bovino, la cual confiere tal especificidad en células 

de origen bovino [162].  

 

Figura 6 . Ubicación  y es tructu ra de l gen  y prom o to r de  SPARC hum ano . El gen de 

SPARC se encuentra ubicado en el brazo largo del cromosoma 5 (5q) en la cadena anti-sentido. 

El gen de SPARC de 25510 pares de bases contiene 10 exones y la secuencia codificante 
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comienza en el exón 2. El promotor de SPARC posee dos cajas GGA (GGA1 y 2) y 2 sitios de 

inicio de la transcripción (+1 y +17).  

Young  y  colaboradores  (1989)  aislaron  la  región  promotora  del  gen  SPARC  bovino, 

caracterizaron el sitio de inicio de la transcripción y analizaron la presencia de posibles 

secuencias  consenso  de  unión  de  factores  de  transcripción  en  esta  región  y  en  el 

primer exón. Demostraron la presencia de una caja GC ubicada entre las bases ‐211 a ‐

189 con posibles sitios de unión al  factor de  transcripción SP1, además de esta caja, 

localizaron un sitio sensible a nucleasa S1 en la posición ‐55 del promotor, aguas abajo 

de la caja GGA1 [160]. Las regiones de ADN sensibles a la actividad de esta proteína se 

consideran  indirectamente  implicadas en  la regulación de  la actividad  transcripcional 

de un gen, debido a que  su estructura  se encontraría más  relajada para  la unión de 

factores de transcripción, posibilitando el corte de la hebra por la nucleasa S1, que sólo 

corta ADN simple cadena [163].  

Domínguez y colaboradores (1991) describieron la región comprendida entre las bases 

‐504 a +11 del promotor bovino como un elemento positivo para  la  transcripción de 

SPARC  en  células  fetales  bovinas.  Este  fragmento  también  confiere  expresión 

específica,  mostrando  mayor  actividad  en  células  con  mayor  nivel  de  expresión  de 

ARNm de SPARC. Observaron también que sólo las cajas GC y GGA1 no son suficientes 

para  la  máxima  expresión  de  SPARC  en  células  de  hueso  bovinas,  y  que  la  región 

localizada  entre  las  bases  ‐927  a  ‐504  produce  una  dramática  inhibición  de  la 

transcripción [162].  

El promotor bovino de  SPARC posee  actividad  transcripcional  en  líneas  celulares de 

distintas especies, en células humanas fetales y adultas su actividad es 8,7 y 3,2 veces 

más  alta  respectivamente  en  comparación  a  un  plásmido  control  (sin  promotor), 

mientras que en sarcoma osteogénico murino su actividad aumenta 6,9 veces  [160]. 

Estos resultados indican una alta conservación de la regulación transcripcional de este 

gen en distintas especies,  lo que permitiría  la utilización del promotor bovino  como 

herramienta para la introducción de genes terapéuticos en células humanas.  

Existen trabajos que describen factores de transcripción involucrados en la regulación 

de la transcripción de SPARC en gallina, como el factor transcripcional AP‐1[164]. En un 

trabajo posterior, este mismo  grupo de  investigación demuestra que  v‐jun  inhibe  la 

expresión de SPARC al unirse a SP1 y SP3, estos últimos  involucrados en  la activación 
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de la transcripción de SPARC, mediante la formación de un complejo ADN‐SP1/3‐v‐jun 

[165]. Del mismo modo, en el promotor de SPARC bovino se describió que AP‐2, o una 

proteína  relacionada,  interacciona  específicamente  con  dos  regiones  del  promotor 

[162]. Describen también a SP1 y un factor, denominado GGA, que se une por debajo 

de  la caja GGA1 específicamente en células de hueso que producen altos niveles de 

ARNm de SPARC, no encontrando este factor en células que no producen el ARNm de 

SPARC [166].  

En  el  promotor  humano  existen  muy  pocos  reportes  de  factores  de  transcripción 

involucrados en  la regulación de  la  transcripción. Se describió  la unión de AP‐1 en  la 

región  ‐1051  a  ‐1045,  aunque  no  participa  en  la  regulación  de  la  actividad  del 

promotor  y,  además  describen  a  la  región  ‐120  a  ‐70  como  la  involucrada  en  el 

aumento de  la expresión de SPARC debido a  la sobreexpresión de c‐jun. SP1 y SP3 se 

unen en esta región del promotor aumentando su actividad, por  lo que proponen un 

modelo por el cual c‐jun actuaría a través de  la activación de  la transcripción de SP1. 

Además de este, proponen otro modelo en el cual  la acción de c‐jun se desarrolla de 

manera indirecta a través de la posible unión a secuencias consenso de AP‐1, causando 

el  reclutamiento  de  histonas  de‐acetilasas  y  posibilitando  la  activación  de  la 

transcripción [167].  

I.3.1.1.3. REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE SPARC 

Como  se  mencionó  anteriormente,  en  el  adulto  la  expresión  de  SPARC  se  limita  a 

tejidos  en  procesos  de  reparación,  remodelación,  cicatrización  y  enfermedad.  De 

hecho,  se observó una correlación entre una elevada expresión de SPARC y diversas 

patologías  como  metástasis,  artritis,  diabetes  y  enfermedades  renales  [168].  Se 

describió  también  que  la  sobreexpresión  de  SPARC  está  asociada  a  la  progresión 

maligna de diversos tipos de tumores, tales como el cáncer de mama [169], linfoma de 

manto celular  [170], esófago de Barret y carcinoma de esófago  [171, 172], el cáncer 

colorectal  [134],  astrocitomas  [173],  gliomas  [174],  meningiomas  [175],  mieloma 

múltiple  [176], hepatocarcinomas  [177]  y melanomas  [135,  136].  SPARC  también  se 

encuentra expresada en  forma muy elevada en endotelio y  fibroblastos activados de 

tumores in vivo [137, 178].  

Existen ciertos tipos tumorales en los cuales la expresión de SPARC es muy baja o nula. 

En  cáncer  de  ovario  de  origen  epitelial  tanto  las  células  tumorales  como  el  epitelio 
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normal no expresan SPARC mientras que las células del estroma asociadas a las células 

tumorales expresan altos niveles de esta proteína, particularmente en la interfase del 

estroma reactivo y la región tumoral invasiva. La ausencia de expresión de SPARC en el 

estroma normal indicaría que la sobreexpresión de esta proteína por parte del estroma 

adyacente  al  tumor  estaría  estimulada  por  la  presencia  de  las  células  tumorales 

invasivas [179]. De  la misma manera, en células tumorales de páncreas  los niveles de 

expresión de SPARC son mínimos o nulos aunque, al igual que en el caso anterior, los 

fibroblastos del estroma  adyacentes  al epitelio neoplásico expresan  altos niveles de 

SPARC.  Se  demostró  que  la  baja  expresión  de  SPARC  en  las  células  tumorales 

pancreáticas  es  consecuencia  de  un  proceso  de  metilación  de  regiones  ricas  en 

nucleótidos GC  (islas CpG) en el primer exón del gen de SPARC. Se observó además 

que, el tratamiento de las células tumorales pancreáticas con proteína SPARC exógena 

suprime el crecimiento. Existen evidencias de que el factor que aumenta  la expresión 

de SPARC en  los  fibroblastos del estroma es  secretado por  las  células  tumorales, ya 

que  la expresión de SPARC en  los  fibroblastos aumenta cuando  se  los co‐cultiva con 

células pancreáticas en un  sistema que  inhibe el  contacto entre  las  células  [180].  Si 

bien en ambos  trabajos encuentran que SPARC, agregada al medio de cultivo, causa 

una disminución en  la tasa de crecimiento de  las células tumorales, se podría asumir 

que la elevada producción de SPARC por parte de las células del estroma favorecería la 

progresión tumoral debido a  la creación de un microambiente más permisivo para el 

crecimiento e invasión tumoral [181].  

De hecho, ensayos in vitro demuestran que SPARC induce metástasis en hueso a partir 

de  células de  cáncer de próstata  como  consecuencia de un aumento en  la  invasión, 

migración y activación de proteasas en estas células tumorales [182].  

Existen  numerosos  trabajos  en  los  que  se  describen  cambios  en  los  niveles  de 

expresión de SPARC debido a diversos factores (Figura 7). Entre  los que producen un 

aumento de  la expresión de SPARC podemos mencionar a  la dexametasona  [183], el 

ácido  retinoico  [184],  TGF‐β1  (factor  de  crecimiento  transformante)  [185], 

Fibronectina [186], Activina [187], PDGF (factor de crecimiento derivado de plaquetas) 

e  IGF  (factor de crecimiento similar a  insulina)  [188] y  la sobreexpresión de c‐jun en 

una línea de cáncer de mama (MCF‐7) [167].  
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Figura 7. Facto res  que  m odifican  la expres ión  de  SPARC.  

Entre  los  factores  que  inducen  una  disminución  en  la  síntesis  de  SPARC  podemos 

mencionar a bFGF (factor de crecimiento de fibroblastos básico) [189], Interleucina‐1, 

TNF‐α  (factor  de  necrosis  tumoral)  y  Lipopolisacáridos  [190],  EGF  (factor  de 

crecimiento epitelial) y PDGF (factor de crecimiento derivado de plaquetas) [191]. A su 

vez, c‐jun ha sido descripto también como un factor que produce una disminución en 

la  expresión  de  SPARC  en  fibroblastos  embrionales  de  rata  [192],  al  igual  que  en 

fibroblastos embrionales de gallina  [193]. En este último  trabajo demuestran que  la 

reducción en  la expresión de SPARC está relacionada con  la formación de tumores  in 

vivo,  ya  que  si  en  líneas  transformadas  con  v‐jun,  en  donde  la  expresión  de  SPARC 

disminuye,  vuelven  a  expresar  SPARC  a  niveles  cercanos  a  los  que  poseen  los 

fibroblastos normales, estos pierden la capacidad de desarrollar fibrosarcomas locales.  

Por  lo  antes  expuesto,  consideramos  que  los  elementos  reguladores  que  activan  la 

transcripción de SPARC podrían  ser utilizados para dirigir  la  replicación de CRAds de 

modo selectivo tanto en el entorno tumoral.  

Otra de  las estrategias que  se puede utilizar para aumentar  la  transcripción del gen 

E1A  es  la  utilización  de  promotores  recombinantes  conteniendo  elementos  de 

respuesta  a  diversas  condiciones  fisio‐patológicas  que  se  manifiestan  en  el  tejido 

blanco,  en  este  caso,  el  melanoma.  Estos  promotores  conteniendo  secuencias  de 

diferente origen se denominan promotores híbridos o quimera.  

I.3.1.2. Promotores híbridos o quimeras  

Los promotores híbridos o quimera están formados por elementos de distinto origen 

que pueden ofrecer mayor especificidad, así como  la posibilidad de aplicación en un 

amplio rango de tipos tumorales complementando y potenciando  las propiedades de 
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los  diferentes  componentes  [194].  Un  problema  frecuente  en  la  generación  de 

vectores  con  promotores  tejido  o  tumor‐específicos  es  que,  generalmente,  estos 

poseen baja actividad  transcripcional debido a  las grandes distancias que  separan al 

elemento  de  inicio  de  la  transcripción  de  los  activadores  o  “enhancers”  [195].  Para 

superar esta dificultad una de las estrategias utilizadas es la combinación de elementos 

transcripcionales de distinto origen, aumentando la actividad a través de activadores o 

“enhancers”  y,  al  mismo  tiempo,  manteniendo  la  especificidad  [196].  Una 

característica de estas construcciones es su  flexibilidad ya que elementos de distinto 

origen pueden ser combinados en diverso orden, número y orientación,  logrando así 

una optimización de la regulación génica [197]. 

Numerosos  trabajos  utilizan  elementos  de  distinto  origen  combinados  para  lograr 

especificidad  tisular  dirigida  a  ciertos  tipos  celulares  como  células  de  músculo  liso 

[198], neuronas noradrenérgicas  [199] y células de músculo esquelético  [200]. Varios 

trabajos  utilizan  combinaciones  de  promotores  y  activadores  específicos  de  hígado 

para encontrar la mayor activación y, al mismo tiempo, mantener la especificidad por 

este  tejido  [201,  202].  Otra  combinación  utilizada  es  el  agregado  al  promotor 

específico de próstata (PSA) de elementos de respuesta a andrógenos (ARE), activando 

la  transcripción  en  presencia  de  estas  hormonas  [203].  El  agregado  de  activadores 

virales aguas arriba de un promotor específico es otra metodología desarrollada para 

lograr un aumento de la transcripción tejido específica [204, 205]. 

Los elementos de  respuesta a hipoxia  (HRE) ya han  sido utilizados para potenciar  la 

actividad transcripcional de un promotor o elemento respondedor en condiciones de 

hipoxia. Hernandez‐Alcoceba y colaboradores han utilizado los elementos de respuesta 

a hipoxia (HRE) para potenciar la respuesta de un promotor conteniendo elementos de 

respuesta a estrógeno (ERE) en tumores de mama [206]. Estos mismos elementos de 

respuesta  a  hipoxia  han  sido  combinados  con  elementos  de  respuesta  a  radiación 

[207] y con promotores específicos de endotelio y elementos inducibles por citoquinas 

(NFκB) [208]. La combinación de estos elementos posibilita un aumento de la actividad 

transcripcional de los promotores en condiciones de hipoxia.  

Esta  estrategia  incrementa  las  posibilidades  de  encontrar  un  promotor  que  tenga 

elevada  actividad  y,  a  su  vez,  especificidad.  Existen  diferentes  condiciones  fisio‐

patológicas  que  caracterizan  al  tejido  tumoral  que  pueden  ser  utilizadas  para 



Introducción     

31 

aumentar la actividad del promotor de SPARC seleccionado para aumentar su actividad 

transcripcional.  

I.3.1.2.1. HIPOXIA 

Ha  sido  descrito  que  el  tejido  tumoral  posee  bajos  niveles  de  presión  parcial  de 

oxígeno  con  respecto  a  la  observada  en  tejidos  normales  [209].  Esta  condición  es 

característica de tejidos de rápido crecimiento que superan la velocidad de formación 

de  nuevos  vasos  sanguíneos  o  neo‐angiogénesis,  dando  lugar  al  fenómeno 

denominado  hipoxia.  La  hipoxia  es  una  característica  común  en  muchos  tumores 

sólidos,  jugando  un  rol  importante  en  la  resistencia  tumoral  a  la  quimioterapia 

citotóxica y a  la radiación  ionizante [210, 211]. Como se mencionó anteriormente,  los 

tejidos tumorales poseen una tensión de oxígeno media de 1,3‐3,9% , mientras que en 

tejidos normales la tensión de oxigeno media varía entre 3,1 y 8,7%  [209]. La existencia 

de hipoxia  tumoral  se encuentra asociada  con un  comportamiento más agresivo del 

tumor  [212].  El  bajo  nivel  de  oxígeno  representa  una  paradoja  para  el  crecimiento 

tumoral ya que, por un  lado  la  falta de oxígeno produce un efecto negativo sobre el 

crecimiento  celular  y  por  otro,  las  respuestas  fisiológicas  asociadas  a  la  hipoxia 

conducen a adaptaciones que aumentan el perfil tumorigénico, como por ejemplo,  la 

ventaja  selectiva  que  poseen  las  células  con  mutaciones  en  genes  relacionados  a 

apoptosis. De hecho, se ha demostrado que  la hipoxia  lleva a  la selección de células 

que sobrexpresan la proteína anti‐apoptótica Bcl‐X [213].  

El  proceso  de  crecimiento  tumoral  se  caracteriza  por  un  rápido  crecimiento  de  las 

células malignas y, al mismo tiempo, alteraciones en el microambiente que  las rodea. 

Este  deterioro  del  entorno  está  causado  principalmente  por  la  incapacidad  de  la 

vasculatura  local de proveer el oxígeno y  los nutrientes necesarios para el desarrollo 

de las células tumorales [214]. El factor involucrado en la regulación de la respuesta a 

hipoxia se identificó a través de la investigación de la Eritropoyetina, una proteína que 

aumenta sus niveles en condiciones de hipoxia [215]. La secuencia de ADN responsable 

de  la  inducción  de  Eritropoyetina  bajo  condiciones  de  hipoxia  fue  identificada  y  se 

denominó HRE (Hipoxia Responsive Element o Elemento Respondedor a Hipoxia) [216] 

y la proteínas que se unen a este elemento de respuesta a hipoxia, denominada HIF‐1 

o  HIF‐2  (Hipoxia  Inducible  Factor  1  o  Factor  Inducible  por  Hipoxia  1),  fueron 

purificadas, clonadas y descriptas como   hetero‐dímeros  [217, 218]. La estructura de 
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ambas  proteínas  es  similar,  pero  mientras  HIF‐1α  se  expresa  en  la  mayoría  de  los 

tejidos, HIF‐2α se expresa sólo en algunos tejidos [219].  

I.3.1.2.1.1. REGULACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE HIF. 
Actualmente  se  sabe que  la  regulación de  la  respuesta celular a  los bajos niveles de 

oxígeno  es  llevada  a  cabo  por  los  complejos  hetero‐diméricos  HIF‐1  o  HIF‐2  y  la 

regulación de  la actividad es muy  similar  (revisado en  [220]). El  complejo HIF‐1 está 

formado  por  las  subunidades  HIF‐1α  o  y  ARNT  (Arylhydrocarbon  Receptor  Nuclear 

Translocator),  también  denominado  HIF‐1β [221].  Este  complejo  proteico  se  une  a 

secuencias conservadas conocidas como HRE [222] que se encuentran en regiones de 

genes  tales  como  VEGF  (Factor  de  crecimiento  del  endotelio  vascular),  gen  que  se 

activa durante el proceso de angiogénesis [223]; EPO (Eritropoyetina) involucrado en la 

estimulación  de  la  eritropoiesis  [216];  GLUT‐1,  un  transportador  de  glucosa  y 

Fosfoglicerato Quinasa 1,  implicado en el metabolismo de energía [224]. La expresión 

de  estos  genes  confiere  a  las  células  la  capacidad  de  adaptarse  a  bajos  niveles  de 

oxígeno [225].  

Bajo condiciones donde  la tensión de oxígeno es normal (normoxia), HIF‐1α o HIF‐2α 

son rápidamente degradados [219]. La regulación de la estabilidad de HIF‐1α recae en 

la proteína supresora de tumor von Hippel‐Lindau (VHL), que se une a HIF‐1α cuando 

esta es hidroxilada en normoxia por una prolil‐hidroxilasa  [226] en el residuo prolina 

564  [227, 228] y  lleva a  la ubiquitinación y degradación de  la proteína por  la vía del 

proteosoma  [229].  En  condiciones  de  hipoxia,  HIF‐1α  se  estabiliza  y  sus  niveles 

aumentan [230], mientras que la fracción degradada (ubiquitinada) disminuye [231]. El 

cambio  en  los  niveles  de HIF‐1α  desencadena  la  transcripción  de  genes  específicos 

debido  a  la  unión  de  las  dos  subunidades  de HIF‐1  a  los  elementos  de  respuesta  a 

hipoxia (HRE) en los promotores de estos genes blanco.  

I.3.1.2.1.2. ELEMENTOS DE RESPUESTA A HIPOXIA (HRE) 

HIF‐1 o HIF‐2  activan  los  genes  inducidos por  condiciones de hipoxia  a  través de  la 

unión al ADN en los elementos denominados HRE que poseen una secuencia consenso 

de unión. Wang y Semenza describieron la secuencia 5’‐TACGTGCT‐3’de la región 3’ del 

gen  de  Eritropoyetina  como  la  región  involucrada  en  la  unión  de  HIF‐1  [218].  Los 

elementos  HRE  del  promotor  del  gen  VEGF  humano  se  localizan  en  la  región 

promotora entre los nucleótidos ‐985 a ‐939. Estos elementos revelan un alto grado de 
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conservación con respecto a  los que poseen  los promotores de VEGF en rata y ratón, 

especialmente en  las bases que contienen el sitio de unión a HIF‐1 y  las repeticiones 

(A/C)ACAG que  lo  flanquean  [222]. En  los promotores de Fosfoglicerato Quinasa 1 y 

Lactato  Deshidrogenasa  A  se  encontró  la  misma  secuencia  consenso  que  activa  la 

transcripción  de  estos  genes  en  condiciones  de  hipoxia  [224],  al  igual  que  en  los 

promotores de otras enzimas de la vía glicolítica [232]. La caracterización de elementos 

de respuesta a hipoxia en estos y otros genes permitió ajustar  la secuencia consenso 

de unión de HIF‐1 a la formada por la secuencia 5’‐TACGTG‐3’.  

I.3.1.2.1.3. RELACIÓN CON LA TUMORIGENICIDAD 

Diversos trabajos  indican que  la pérdida de actividad de HIF‐1 se correlaciona con un 

incremento en la latencia tumoral y disminución de la densidad vascular [233‐236]. Un 

ejemplo son los teratocarcinomas que no expresan la proteína HIF‐1α, que inyectados 

en forma subcutánea en ratones desnudos (nude) poseen un tamaño tumoral menor al 

de  teratocarcinomas  con  expresión  normal  de  HIF‐1α .  Contrariamente,  la 

sobrexpresión  de  HIF‐1α  lleva  a  una  disminución  de  la  latencia  tumoral  y  a  un 

incremento de la densidad vascular, volumen vascular y flujo sanguíneo [237]. Diversos 

tipos de tumores exhiben sobrexpresión de la proteína HIF‐1α, Zhong y colaboradores 

encontraron sobrexpresión de HIF‐1α en el 53%  de los tumores primarios analizados y 

en  69%   (13  de  19)  de  los  tipos  tumorales  comparados  con  su  contraparte  normal 

[238]. Dicho aumento tiene un importante significado biológico debido a que HIF‐1α e 

HIF‐2α son factores que activan  la angiogénesis, proceso necesario en un entorno de 

rápido  crecimiento  celular  como  es  el  tejido  tumoral.  Típicos  ejemplos  de  dichos 

procesos  son hemangioblastomas  [239],  carcinoma  renal  [240]  y  cáncer de próstata 

[241],  donde  los  niveles  de  HIF‐1α se  encuentran  dramáticamente  aumentados.  En 

melanoma ha sido reportado que HIF‐1α e HIF‐2α se encuentran expresado en 28%  y 

65%  de los casos analizados [242]. También se relacionó en melanoma a la hipoxia con 

un  incremento del potencial metastásico mediante un  aumento de  la  expresión del 

receptor  de  la  urokinasa  activadora  del  plasminógeno  (uPAR)  [243],  a  través  del 

aumento  en  la  expresión  de  Interleuquina‐8  [244]  o  una  baja  en  la  expresión  de 

moléculas de adhesión de la superficie celular [245]. A su vez la sobrexpresión de HIF‐

1α está relacionada con mutaciones en varios genes supresores de tumor  incluyendo 

p53,  PTEN  y  von  Hippel‐Lindau  [237,  246,  247].  Siguiendo  esta  lógica,  todos  los 

tumores  de  crecimiento  rápido  activarían  este  factor  de  transcripción  debido  a  las 
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condiciones de hipoxia creadas durante el crecimiento neoplásico, donde el aumento 

del tamaño tumoral excede la tasa de renovación en la irrigación sanguínea.  

Por lo antes descrito, la utilización de promotores con motivos de respuesta a hipoxia 

representaría una gran ventaja para el desarrollo de estrategias de terapia génica para 

dirigir  la expresión de genes  terapéuticos a  cualquier  tipo de  tumores en un estado 

avanzado de desarrollo [248]. 

La  efectividad  de  esta  estrategia  ya  ha  sido  reportada  por  Binley  y  colaboradores, 

quienes utilizaron un adenovirus de  replicación deficiente en el cual  la expresión del 

gen reportero  lacZ se encuentra bajo el control de HRE. En este trabajo demostraron 

una baja expresión basal del transgén en normoxia y una alta inducción en hipoxia, con 

niveles  equivalentes  a  los  obtenidos  con  el  promotor  CMV  [249].  Este  y  otros 

investigadores han utilizado estos elementos para dirigir la expresión de genes suicidas 

[249, 250] y la replicación viral de un adenovirus [251].  

I.3.1.2.2. FACTOR NUCLEAR KAPA B (NFκB) 
Otra de las características del tejido tumoral es la presencia de numerosas células del 

sistema  inmune  que  producen  proteínas  pro‐inflamatorias  que  inducen  al  factor 

transcripcional NFκB.  
NFκB es una familia de proteínas que regulan  la expresión de genes relacionados con 

inmunidad  innata,  inflamación  y  apoptosis.  El  factor  transcripcional  NFκB  esta 

compuestos por  5 diferentes  sub‐unidades que  conforman homo‐ o hetero‐dímeros 

con  diferentes  propiedades  de  unión  al  ADN  y  activación  o  represión  de  la 

transcripción (revisado en [252]). Los sitios de unión para este factor transcripcional se 

encuentran en cientos de genes que responden en forma diferencial a su activación. En 

las células normales los complejos de NFκB se encuentran secuestrados en citoplasma 

y, por  lo tanto, permanecen  inactivos. A partir de estímulos como LPS,  IL‐1α o TNFα, 
NFκB se acumula en forma activa en el núcleo e induce la transcripción de genes [253]. 

La  primera  evidencia  que  unía  a NFκB  con  la  promoción  de  la  progresión  tumoral, 

especialmente  en  los  tumores  relacionados  con  procesos  inflamatorios,  fue  el 

aumento de la expresión de genes anti‐apoptóticos mediado por TNF‐α a través de la 

vía NFκB [254, 255].  
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A partir de estos primeros datos, se han descripto niveles elevados de NFκB en muchos 

tumores  [256].  En  el  caso  del  melanoma  este  factor  ha  sido  reportado  como 

constitutivamente activo en melanoma metastásico [257], con 4 veces mayor actividad 

que  en  melanocitos.  También  ha  sido  descrito  como  un  factor  importante  para  el 

desarrollo de los vasos en el inicio de la enfermedad mediando la comunicación entre 

la célula tumoral y la vasculatura tumoral [258].  

 

Figura 8 . Activación  de l facto r transcripcional NFκB. El estímulo por una proteína 

extracelular de un receptor activa indirectamente al complejo IKK que fosforila al factor Iκ B. 

Ante la fosforilación, Ik B libera al dímero de factores NFkB y permite la entrada al núcleo que 

activa la transcripción de los genes blanco de este factor transcripcional.  

En el caso del melanoma maligno ha sido reportado que  la alta actividad de NFκB se 

debe a una mayor actividad del factor IKK, que conduce a una rápida degradación de Iκ 

B y, de esta manera,  favorece  la  localización nuclear y actividad de NFκB  [259, 260] 

(Figura 8). A su vez, muchos genes involucrados en la progresión maligna de este tejido 

y regulados por este factor transcripcional, como IL‐8, se encuentran sobre‐expresados 

en los estadios más adversos [173].  

Por  lo  tanto,  la  adición  de  elementos  de  respuesta  a  NFκB  al  promotor  de  SPARC 

seleccionado posibilitaría un aumento de  la actividad  transcripcional en melanoma y 

de esta manera, conduciría a una mayor replicación viral.  

I.3.1.2.3. ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO (ROS) 

Otra  de  las  características  pato‐fisiológicas  que  caracterizan  al  melanoma  es  la 

presencia de un ambiente oxidante en el tejido tumoral.  
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El  termino  Especies  Reactivas  del  Oxígeno  (ROS)  abarca  una  gran  cantidad  de 

moléculas.  Los  radicales  libres  son  especies  químicas  conteniendo  uno  o  dos 

electrones  desapareados.  En  el  caso  del  oxígeno,  que  posee  2  electrones 

desapareados, reacciona para formar estructuras parcialmente reducidas como anión 

superóxido  (02
−), peróxido de hidrogeno  (H2O2), radical hidroxilo  (.OH) o Peroxinitrito 

(ONOO−).  La  relación  entre  especies  oxidantes  o  reductoras  en  la  célula,  el  balance 

Redox, cumple un rol importante en las vías de señalización y en la expresión de genes 

a través de la modulación de factores de transcripción [261]. La célula posee diferentes 

enzimas  para  regular  el  balance  Redox  como  la  Superóxido  Dismutasa  (SOD),  que 

convierte el 02
− en H2O2 que puede  ser  luego  convertido  a H2O por  la  catalasa o  la 

glutatión peroxidasa acoplada a la glutatión reductasa [262].  

El  daño  al  ADN  causado  por  ROS  tiene  un  rol  importante  en  la  iniciación  de  la 

carcinogénesis y la transformación maligna (revisado en [263]). Los radicales hidroxilo 

reaccionan  con  pirimidinas,  purinas  y  proteínas  de  la  cromatina  y  producen  la 

modificación  de  las  bases,  inestabilidad  genómica  y  alteración  en  los  niveles  de 

expresión de genes (revisado en [264])  

El  melanoma  posee  una  capacidad  anti‐oxidante  reducida  debido  a  una  menor 

actividad  de  las  enzimas  catalasa,  Manganeso  Superóxido  Dismutasa  (MnSOD)  y 

Glutatión‐s‐transferasa con respecto a los melanocitos [265‐267]. La cantidad absoluta 

de anión superóxido en melanoma es 4 veces mayor que melanocitos [268].  

De  la misma manera,  las  células de melanoma expuestas a estrés oxidativo externo 

responden aumentando la expresión de NFkB [257].  

Muchos genes  regulados por  señales  redox poseen  secuencias  respondedoras a ROS 

(ROSre)  en  sus  promotores  (revisado  en  [269]).  Se  describió  que  el  gen  VEGF‐A  se 

encuentra  regulado por el estrés oxidativo y que el promotor de este gen posee un 

sitio  de  unión  a  los  factores  transcripcionales  SP1/SP3  en  las  posiciones  ‐88/‐50 

involucrados en este proceso de activación [270].  

Debido a que muchos agentes  tóxicos, entre ellos  las drogas quimioterapéuticas y  la 

radiación, generan Especies Reactivas del Oxígeno (ROS) la utilización de elementos de 

respuesta a esta condición podrían  favorecer una respuesta  terapéutica  (revisado en 

[271]).  
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Por lo tanto, la combinación de ROSre con el promotor de SPARC podría aumentar su 

actividad transcripcional bajo condiciones de altos niveles de ROS.  

I.3.2. REGULACIÓN TRANSDUCCIONAL DEL ADENOVIRUS 

Aunque la mayoría de los vectores adenovirales de serotipo 2 o 5 utilizados en terapia 

génica  infectan  muchas  células  diferentes,  el  problema  de  esta  estrategia  es  que 

existen muchos  tipos  celulares  con muy baja o ninguna expresión del  receptor CAR, 

como las células endoteliales [272] y muchos tumores avanzados [273‐275].  

En el caso de melanoma, se ha descrito que  las  líneas celulares poseen expresión de 

CAR mientras que en los extractos de tumores primarios o metastásicos expresan muy 

bajos niveles o no lo expresan [276, 277]. Para sobrepasar las dificultades de la falta de 

infección en  las células que no expresan el receptor CAR, una de  las estrategias es  la 

modificación de la proteína fibra [273‐275, 278].  

Los adenovirus del sub‐grupo B no utilizan la proteína CAR para el anclado a la célula, y 

existen varios  receptores  celulares descritos que median  su unión a  la  célula blanco 

(Figura 3‐A). El  receptor celular de membrana CD46 cumple  funciones de  regulación 

del  sistema  de  complemento  [279]  y  une  a  los  adenovirus  del  grupo  B  [280].  Este 

receptor  se  expresa  en  todas  las  células  en  humanos  pero  se  encuentra  sobre‐

expresada en tumores y en  las  líneas tumorales [281]. Por  lo tanto, el uso de  la fibra 

quimera conteniendo la base y el tallo de la fibra de serotipo 5 y el cuello de la fibra de 

serotipo  3  (5/3)  ya  ha  sido  descrito  [282]  y  posibilita  la  infección  de  las  células  de 

melanoma que no expresan el receptor CAR [283, 284]. Esta hipótesis ha sido también 

demostrada en modelos de cáncer gástrico [285], glioma [286] y ovario [287].  

Con  respecto  a  la  viroterapia  del  cáncer  con  adenovirus,  aunque  se  obtuvieron 

resultados muy prometedores en ensayos  in vivo en modelos de ratones,  los ensayos 

clínicos utilizando CRAds demostraron un avance pobre en el tratamiento a menos que 

fueran  combinados  con  quimio‐  o  radio‐terapia  [288].  Lo  que  indica  que  muchos 

aspectos en el desarrollo de CRAds deben ser mejorados para lograr un mayor efecto 

oncolítico.  Uno  de  los  problemas  que  deben  ser  abordados  es  la  eficiencia  de 

distribución  del  virus  en  el  tejido  tumoral,  esto  se  debe  a  la  presencia  de  barreras 

físicas como el tejido conectivo y las células endoteliales dentro del tejido así como la 

alta  presión  intra‐tumoral  [289‐291].  Una  de  las  maneras  de  lograr  una  mayor 



Introducción     

38 

replicación en este  ambiente  sería mediante el uso de promotores que posean  alta 

actividad  transcripcional  y  permitan  replicar  al  CRAd  tanto  en  las  células  tumorales 

como en el tejido conectivo y las células endoteliales que se encuentran en este tejido. 

Por  lo antes expuesto, consideramos que el promotor de SPARC así como elementos 

reguladores  que  se  activan  en  condiciones  de  hipoxia,  activación  del  factor NFκB  o 

bajo  la  presencia  de  altos  niveles  de  ROS  podrían  ser  utilizados  para  dirigir  la 

replicación  de  CRAds mediante  la  regulación  de  la  expresión  del  gen  E1A  de modo 

selectivo en el entorno tumoral.  

Otro de  los problemas que abordaremos es  la perdida de expresión del receptor CAR 

en  el melanoma  y  para  lograr  esta  utilizaremos  una  fibra  quimera  que  aumente  la 

infectividad en las células que no expresan CAR.  
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OBJETIVOS  

El  objetivo  general  de  esta  tesis  doctoral  consiste  en  el  desarrollo  de  adenovirus 

oncolíticos de replicación condicional (del  inglés Conditionally Replicative Adenovirus, 

CRAd) en el entorno  tumoral.  Los objetivos específicos que permitirán  llevar a  cabo 

este trabajo de tesis han sido divididos en los siguientes objetivos parciales:  

 

A. Caracterización  de  la  actividad  transcripcional  de  diferentes  fragmentos  del 

promotor del gen SPARC en términos de potencia y especificidad con el propósito 

de seleccionar el fragmento más adecuado para el desarrollo de un CRAd.  

 

B. Construcción  y  caracterización de  la  actividad  in  vitro e  in  vivo de un CRAd  cuya 

replicación este regulada por el fragmento promotor seleccionado según el punto A.  

 

C. Construcción y caracterización de  la actividad  in vitro e  in vivo de un CRAd basado 

en  promotores  quimeras  conteniendo  el  fragmento  del  promotor  de  SPARC 

seleccionado en A, combinado con elementos de respuesta a especies reactivas de 

oxigeno (ROSre), a hipoxia (HRE) o sitios de unión de NFκB (κB).  
 

D. Caracterización de la actividad  in vitro e in vivo de un CRAd con cambios en la fibra 

de la cápside viral para su re‐direccionamiento.  
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CAPÍTULO 1 SELECCIÓN DE UN PROMOTOR ESPECÍFICO 

1.1 RESUMEN  

El  objetivo  principal  de  esta  tesis  es  el  desarrollo  de  un  adenovirus  que  pueda 

replicarse en los tres componentes principales del tumor: célula tumoral, fibroblastos y 

endotelio. La regulación de la replicación viral de un CRAd se puede lograr mediante la 

regulación transcripcional de la expresión del gen E1A. El primer objetivo de esta tesis 

involucra  la  selección  de  un  promotor  para  regular  la  expresión  de  este  gen.  Se 

seleccionó el promotor del gen SPARC debido a su expresión elevada tanto en células 

tumorales  como  en  las  células  que  componen  el  estroma  tumoral.  Para  lograr  este 

objetivo  se  clonaron  y  caracterizaron,  mediante  ensayos  de  actividad  luciferasa, 

diferentes fragmentos de los promotores del gen SPARC humano y bovino. A partir del 

análisis  de  deleciones  y  mutaciones  de  los  diferentes  fragmentos  clonados  se 

seleccionó  la región  ‐513/+35 del promotor de SPARC humano  (F512) para regular  la 

transcripción  del  gen  E1A  viral  y,  de  esta  forma,  la  replicación  condicional  de  un 

adenovirus.  
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1.2 ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE ARNM DE SPARC 

Uno de  los objetivos  iniciales de esta  tesis  fue establecer un sistema para evaluar  la 

actividad  transcripcional de  los diferentes  fragmentos del promotor de  SPARC. Para 

ello se determinaron los niveles de expresión del ARNm de SPARC en diferentes líneas 

celulares y a partir de estos resultados, se estableció un modelo  in vitro en donde se 

evaluó  la actividad y especificidad de  los diferentes fragmentos del promotor del gen 

SPARC. Se analizó  la expresión del ARNm de SPARC mediante PCR en tiempo real en 

líneas  celulares  de  melanoma,  cáncer  de  mama,  de  cérvix  y  colorrectal  así  como 

también  en  líneas  normales,  estromales  y  transformadas.  A  partir  de  este  análisis 

pudimos determinar que todas las líneas de melanoma expresan niveles intermedios a 

altos de SPARC, mientras que las líneas de cáncer de páncreas, mama o colon expresan 

muy bajo niveles o resulta  indetectable (Tabla 1). Además de  las  líneas tumorales, se 

cuantificó el ARNm de SPARC en líneas normales procedentes de diferentes tejidos así 

como también en fibroblastos adultos. Con respecto a los fibroblastos de piel de adulto 

CCD‐1140Sk  se  observó  una  expresión  intermedia  de  SPARC.  A  diferencia  de  los 

melanocitos y las células normales de colon que  expresan bajos niveles de SPARC, las 

células epiteliales normales de mama MCF‐12A no lo expresan.  

Debido a que SPARC se expresa también en el estroma tumoral decidimos evaluar  la 

expresión  del  ARNm  de  SPARC  en  diferentes  líneas  celulares  que  fueron  aisladas  a 

partir de células del estroma tumoral o que poseen características que las asemejan a 

las células estromales asociadas a un  tumor, como  fibroblastos embrionarios  [292] o 

células  micro‐endoteliales  transformadas  [293].  Los  fibroblastos  aislados  de 

melanoma, Malme‐3, expresan altos niveles de SPARC, mientras que  los  fibroblastos 

embrionarios  de  pulmón,  WI‐38  y  HFL‐1,  o  las  células  micro‐endoteliales 

transformadas mediante el uso del Antígeno T, HMEC‐1, expresan niveles intermedios 

de  SPARC  (Tabla  1).  Dentro  de  esta  caracterización  también  se  evaluaron  líneas 

transformadas  como  las  células WI‐38VA,  también  transformadas  con el Antígeno T, 

que  poseen  niveles  de  expresión menores  a  la  célula  parental WI‐38.  Así  como  las 

células HEK293 de  riñón que expresan niveles bajos  y  los queratinocitos HaCaT que 

expresan muy bajos niveles de SPARC (Tabla 1).  



Resultados    Capítulo 1 

43 

A partir de estos resultados seleccionamos tres  líneas celulares con diferentes niveles 

de  expresión  de  ARNm  de  SPARC  para  encarar  el  análisis  de  la  actividad  de  los 

diferentes  fragmentos promotores de SPARC. Dado que no  todas  las  líneas celulares 

con las que contamos se transfectan de forma eficiente, el criterio de selección de las 

líneas  también  tuvo  en  cuenta  el  nivel  de  transfección mediante  lípidos  catiónicos. 

Escogimos una línea celular de melanoma que expresa altos niveles de SPARC, A375N, 

y dos  líneas que expresan muy bajos niveles de SPARC como  las  líneas de cáncer de 

mama y cuello uterino, T47D y HeLa, respectivamente. Con estas tres  líneas celulares 

se realizaron los ensayos en donde se evaluaron los niveles de actividad y especificidad 

transcripcional de los elementos de ADN clonados a partir de la región promotora del 

gen de SPARC humano y bovino.  
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Tabla 1. Nive les  de  expres ión  de  ARNm  de  SPARC. Se cuantificó mediante PCR en 

tiempo real la expresión del ARNm de SPARC en las diferentes líneas celulares. Los datos se 

expresan como porcentaje en relación a los niveles de expresión obtenidos en la línea celular 

A375N. En la tabla también se muestra el desvío estándar inter-experimental (DE) y el número 

de experimentos realizados (n).  

 

1.3 ANÁLISIS DE LA ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL DEL PROMOTOR HUMANO DEL GEN SPARC 

1.3.1 Clonado y caracterización de secuencias promotoras del gen SPARC  

Los  adenovirus  recombinantes  poseen  poco  espacio  físico  para  el  agregado  de 

secuencias de ADN, ya que si se supera el 5%  del tamaño original del genoma viral las 

partículas  virales  no  se  ensamblan  correctamente  [294].  Es  por  esta  razón  que  en 

general el  clonado de  secuencias  regulatorias en  adenovirus  requiere de un estudio 
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previo  para  acotar  el  tamaño  de  los  promotores  a  clonar.  Este  estudio  consiste 

básicamente  en  la  selección  de  la mayor  actividad  promotora  así  como  también  el 

menor tamaño de las mismas.  

En estudios previos del grupo se había aislado un segmento del promotor de SPARC (‐

1176/+71)  que  incluía  el  primer  exón  completo,  el  cual  demostró  tener  mayor 

actividad transcripcional en  las  líneas que expresan el ARNm de SPARC [295]. A partir 

de este promotor se intentó encontrar un fragmento de menor tamaño con una mayor 

actividad  y/o  especificidad. De  esta manera  se podría  clonar  en un  adenovirus  y  se 

posibilitaría el agregado de nuevas secuencias a  la  región  regulatoria y/o a  la  región 

codificante de un gen recombinante.  

Con  el  propósito  de  disminuir  el  tamaño  del  promotor  de  SPARC  (‐1176/+71) 

decidimos iniciar un análisis in silico de la secuencia. A partir de este análisis pudimos 

encontrar varias secuencias putativas de ADN que se describen como  involucradas en 

la  regulación  de  la  transcripción  como  SOX5,  S8,  el  receptor  de  estrógeno  (ERR)  y 

SMAD4. También pudimos observar la presencia de sitios de unión de los factores SP1, 

C/EBPα, Ets2 y Runx2 en  la región cercana al sitio de  inicio de  la transcripción (Figura 

9). Con respecto a las secuencias involucradas en el inicio de la transcripción, pudimos 

observar en este análisis  la presencia de secuencias similares a una caja TATA (TATA‐

like), 2 iniciadores (INR1 e INR2) y una región DPE (Figura 9).  

Runx2SP1

SOX5 Ets2

-1176 -512 -120 +1 +17

AP1

S8

SMAD4

SOX5
GGA1GGA2

ERR

AP4

Sox9

E2F

RREB

ELK1

INR1 INR2 DPETATA-like

Exon 1

+1 +17 +35 +71

SP1

SP1
CEBPα

Exon 1

 
Figura 9 . Anális is  in  s ilico  de  la secuencia de l prom o to r de  SPARC hum ano . Se 

analizó la secuencia del promotor mediante el programa Matinspector (www.genomatix.de) en 

búsqueda de secuencias consenso de unión de factores transcripcionales involucrados en la 

regulación de la transcripción. Se grafican por sobre la línea los sitios ubicados en la cadena 

sentido y por debajo en la cadena anti-sentido.  

Es importante resaltar que no se ha descrito a la fecha ningún promotor humano que 

contenga  los  elementos  TATA  y  DPE  activos  combinados  en  un  promotor  e 

involucrados  en  el  inicio  de  la  transcripción.  Es  por  ello  que  se  decidió  encarar  un 
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análisis más detallado de  la  región  involucrada en el  inicio de  la  transcripción o core 

promoter.  Revisando  los  datos  de  extensión  con  cebadores  (del  inglés  primer 

extension)  de  la  bibliografía  observamos  que  el  promotor  murino  de  SPARC  podría 

estar utilizando ambos elementos, TATA y DPE, para  iniciar  la transcripción [159]. Sin 

embargo, no pudimos encontrar este análisis para el promotor humano dado que en la  

bibliografía  solo  se  publicó  la  descripción  escrita  del  ensayo  de  extensión  con 

cebadores en células de carcinoma de pulmón sin la figura correspondiente [158]. Por 

lo  tanto, debimos encarar nuestro análisis de extensión con cebadores en células de 

melanoma y demostramos que el promotor humano de SPARC  inicia su transcripción 

desde dos  sitios que  concuerdan  con  los modelos de  inicio de  la  transcripción para 

promotores conteniendo tanto caja TATA como la región DPE (Figura 10‐A y B). A partir 

del análisis de  las proporciones de  las bandas en diferentes geles pudimos cuantificar 

que el 34%  de la transcripción inicia desde la posición +1 (INR1) y el 66%  inicia desde la 

posición +17 (INR2) (Figura 10‐C).  
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Figura 10 . Sitios  de  in icio  de la transcripción  de l gen  SPARC. A)  Extensión con 

cebadores (Prim er extension) del ARNm de SPARC humano realizado sobre la línea de 
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melanoma A375N. B)  Estructura del sitio de inicio de la transcripción del promotor de SPARC 

obtenido a partir de análisis in silico y de los datos obtenidos por prim er extension . C)  

Proporción de ARNm que inicia desde los diferentes sitios INR del promotor de SPARC. 

Con  el  objeto  de  aumentar  la  especificidad  del  promotor  clonado  y  disminuir  su 

tamaño decidimos realizar diferentes deleciones desde el extremo 5’ y 3’ del promotor 

de SPARC humano a partir de  las posiciones de  los elementos TATA‐like, DPE y GGA1 

dentro de la secuencia del promotor..  

Estas  deleciones  fueron  realizadas  mediante  amplificación  por  PCR  y  cebadores 

específicos  de  la  secuencia  promotora  de  SPARC  (‐1176/+71)  (Figura  11‐A).  Con 

respecto  a  las  deleciones  desde  el  extremo  5’,  en  los  promotores  denominados  ‐

1176/+XX  se  conservó  toda  la  región  regulatoria  clonada  inicialmente  (Figura  11‐A). 

Mientras que en los promotores denominados ‐513/+XX se delecionó la región ‐1176/‐

513 (Figura 11‐B) y en los promotores denominados ‐120/+XX se delecionó la región ‐

1176/‐120 (Figura 11‐C).  

Se realizaron diferentes construcciones que contenían las deleciones desde el extremo 

3’: En los promotores denominados ‐XX/+71 se conservó el exón 1 completo mientras 

que en las secuencias denominadas /+35 se delecionó el exón 1 hasta la región DPE. En 

los  promotores  denominados  /+28  se  delecionó  hasta  el  INR2  y  en  el  caso  del 

promotor denominado  ‐512/+23 se delecionó  también el  INR2, conservando solo  los 

elementos TATA‐like e INR1 (Figura 11). Se clonaron cada uno de los fragmentos aguas 

arriba del gen de la enzima luciferasa en el plásmido pGL3‐basic que se uso como gen 

reportero  (PROMEGA  Corp.).  Se  utilizó  el  plásmido  sin  promotor  pGL3‐basic  como 

control de actividad transcripcional inespecífica o basal y el plásmido con el promotor 

del  virus  SV40  como  control  positivo  de  actividad  transcripcional.  Los  datos  de 

actividad  de  luciferasa  fueron  expresados  relativos  a  la  actividad  del  vector  vacío 

(pGL3‐basic) o del promotor viral SV40.  

En  la Figura 3 se muestra  la actividad promotora de  los diferentes  fragmentos en  las 

líneas celulares A375N como control positivo, HeLa y T47D como controles negativos. 

El  análisis  de  los  resultados  de  la  actividad  transcripcional  de  los  fragmentos  nos 

permitió determinar que:  
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a‐ La deleción desde el extremo 3’ del promotor de SPARC (+71 a +28) provoca un 

aumento de  la actividad en detrimento de  la especificidad en  los promotores 

que contienen hasta la base –1176 (Figura 11‐A).  

b‐ Existe  una  región  inhibitoria  de  la  transcripción  entre  las  bases  ‐1176/‐513, 

dado que  su deleción provoca un  incremento de  la  actividad  transcripcional 

(comparar Figura 11‐A y ‐B).  

c‐ La  región  +23/+28  es  necesaria  para  la  actividad  transcripcional  de  los 

promotores que incluyen hasta la base –513 (Figura 11‐B).  

d‐ La  deleción  de  la  región  ‐513/‐120  produce  pérdida  de  la  especificidad 

(comparar Figura 11‐B y C). 

e‐ La  región  +28/+71  produce  una  activación  inespecífica  en  la  líneas  celulares 

HeLa y T‐47D en ausencia de la región ‐1176/‐120 (Figura 11‐C).  

A  partir  de  este  estudio  destacamos  que  el  promotor  –513/+35  provee  una  mejor 

relación actividad / especificidad (comparar Figura 11‐A, ‐B y ‐C).  
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Figura 11. Caracte rización  de  las  regiones  de l prom o to r -1176 / +71 y sus  de leciones  

5’ y 3 ’.  Deleciones desde el extremo 3’ del promotor A)  -1176/ +71, B)  -512/ +71 y C)  -120/ +71. 

Se realizaron transfecciones transientes de las líneas celulares A375N, HeLa y T47D con las 

diferentes construcciones. Los datos son expresados relativos a la actividad transcripcional del 

plásmido sin promotor pGL3-basic y representa los datos de al menos 3 experimentos 

independientes. Las columnas representan la media y las barras el desvío estándar. Los datos 

fueron analizados mediante  ANOVA de dos vías y las diferencias significativas son expresadas 

como * (p<0,05),  ** (p<0,01), *** (p<0,001).  
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Con el propósito de encontrar la región mínima promotora involucrada en el inicio de 

la  transcripción del gen SPARC continuamos delecionando el  fragmento  ‐120/+35. Se 

construyeron dos promotores, ‐88/+35 y ‐70/+35, de tal forma de que incluyan o no la 

caja  GGA1  (Figura  12).  Los  ensayos  de  la  actividad  de  luciferasa  fueron  realizados 

únicamente en la línea celular A375N dado que los niveles de actividad transcripcional 

del  promotor  ‐120/+35  en  las  3  líneas  celulares  fue  similar.  Observamos  que  el 

promotor de SPARC puede  iniciar  la transcripción a partir del fragmento conteniendo 

los nucleótidos ‐88/+35 pero no desde ‐70/+35 que contiene la deleción por debajo de 

la  caja  GGA1  (‐120/‐70).  Este  resultado  indicaría  que  el  inicio  de  la  transcripción 

requeriría de la unión de los factores de transcripción SP‐1 (+) y/o C/EBP(‐) en los sitios 

ubicados en esta región por el análisis in silico (Figura 9).  

 

Figura 12 . Caracte rización  de la región  prom o to ra m ín im a. Identificación de la región 

promotora mínima aguas arriba del sitio de inicio de la transcripción mediante ensayos de 

actividad luciferasa de diferentes deleciones del promotor -120/ +35  en la línea celular A375N. 

Los datos fueron analizados mediante ANOVA de una vía y y las diferencias significativas son 

expresadas como * (p<0,05),  ** (p<0,01), *** (p<0,001).  

De  esta manera  pudimos  concluir  que  el  promotor mínimo  de  SPARC  que  produce 

actividad transcripcional debe contener  los nucleótidos  ‐88/+28  (Figura 11‐B y Figura 

12).  

El análisis de los diferentes fragmentos promotores nos permitió seleccionar la región 

comprendida entre  las bases  ‐513/+35 para  regular  la  transcripción el gen E1A en el 

adenovirus. En adelante denominaremos a este promotor F512. El promotor F512 fue 
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utilizado para el estudio mutacional de su secuencia con el propósito de  incrementar 

su actividad manteniendo su especificidad.  

 

1.3.2 Estudio del promotor F512 mediante analisis mutacional de su secuencia.  

Como  se  ha  mencionado  en  la  sección  anterior,  una  estrategia  para  mejorar  la 

actividad/especificidad de un promotor puede ser a través de mutaciones o deleciones 

internas dentro de su secuencia. A partir del análisis de la secuencia del promotor F512 

seleccionado  pudimos  observar  que  contiene  secuencias  similares  a  una  caja  TATA 

denominada  TATA‐like  (TCTAAA)  y  una  secuencia  con  solo  1  base  diferente  a  la 

secuencia consenso del elemento regulador de la transcripción denominado Elemento 

Promotor Distal (DPE) (Figura 9 y revisado en [296]). En la bibliografía se describe que 

los elementos TATA y DPE  insertados en un promotor artificial pueden ser regulados 

en forma diferencial y específica por diferentes enhancers [297]. Es por ello que para 

dilucidar  su  relación  con  la  actividad  promotora  de  SPARC  se  decidió  encarar  un 

análisis más  profundo  de  los  elementos  que  componen  la  región  involucrada  en  el 

inicio de la transcripción o core promoter. Nuestra hipótesis, basada en el análisis de la 

secuencia,  los sitios de  inicio de transcripción caracterizados y  los datos bibliográficos 

de  las  distancias  consenso  planteaba  la  posibilidad  de  que  este  promotor  inicie  la 

transcripción mediante 2 sistemas. El primero involucra el uso de la caja TATA‐like y el 

iniciador  (INR2)  (Figura  13‐B),  mientras  que  el  otro  modelo  involucra  el  uso  del 

iniciador restante (INR1) y la región similar a la secuencia DPE (Figura 13‐C).  
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Figura 13 . Mode los  de  in icio  de  la transcripción  de l prom o to r de  SPARC. A)  

Estructura del promotor F512. Modelos de inicio de la transcripción mediante B)  caja TATA o 

C)  mediante la región DPE. Los números de los nucleótidos se expresan relativos al sitio de 

inicio de la transcripción en cada modelo.  

A los efectos de estudiar la participación en el inicio de la transcripción de los motivos 

antes  mencionados  se  realizaron  ensayos  de  mutación.  Para  ello  se  realizaron 

mutaciones dirigidas  (mutantes nulas o consenso) sobre  las regiones TATA‐like y DPE 

de F512, así como también de los iniciadores (INR1 e INR2) fundamentada en estudios 

realizados  sobre el promotor de  la deoxinucleotidil‐transferasa  terminal  (TdT)  [298]. 

Este promotor, al igual que el promotor de SPARC, fue descrito como un promotor del 

tipo “TATA‐less” o sin caja TATA. Los autores demostraron que el agregado de una caja 

TATA consenso en  la región ‐25/‐30 de este promotor  inducía un aumento moderado 

de la transcripción [298]. Las diferentes mutantes fueron obtenidas mediante técnicas 

de PCR con cebadores conteniendo las mutaciones y clonadas en el vector pGL3‐basic 

para analizar su actividad transcripcional.  

A  partir  del  análisis  de  la  actividad  transcripcional  de  estos  promotores  pudimos 

observar  que  la  mutación  sin  sentido  de  la  caja  TATA‐like  (denominada  TATAnull) 

disminuye un 82%   la actividad de este promotor  (Figura 14‐A). Del mismo modo,  la 

mutación de la secuencia INR2 (INR2null) o DPE (DPEnull) disminuyen un 60%  o 48%  la 

actividad  del  promotor,  respectivamente  (Figura  14‐A).  Mientras  que  la  doble 

mutación de  los elementos TATA y DPE (TATADPEnull) disminuye un 87%   la actividad 
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del  promotor.  Por  el  contrario,  la  mutación  de  la  secuencia  INR1  no  modifica  la 

actividad transcripcional de este promotor (Figura 14‐A).  

Como mencionamos anteriormente la caja TATA‐like del promotor de SPARC parecería 

ser un elemento  importante del promotor ya que  tanto  la mutación que genera una 

secuencia consenso de caja TATA (TATAcons) como  la que genera una secuencia nula 

(TATAnull) disminuye en forma muy marcada su actividad (Figura 14‐B). Por lo tanto, la 

secuencia  TATA‐like  sería  una  región  regulatoria  importante  para  la  actividad 

transcripcional de este promotor y su mutación a una caja TATA‐consensuada no tiene 

como  consecuencia  un  aumento  en  la  actividad  transcripcional.  En  este  análisis 

también se evaluó la actividad transcripcional del promotor F512/+23 (con la secuencia 

TATA‐like original), que no es activo y el promotor F512+23 (TATAcons) que posee una 

mutación a una secuencia de caja TATA consenso. Podemos observar que el promotor 

conteniendo solo la caja TATA consenso puede iniciar la transcripción sin la necesidad 

de  las bases +23/+38,  lo que  indicaría  la necesidad de estas bases para el  inicio de  la 

transcripción mediada por la caja TATA‐like (no consenso) (Figura 14‐B). El agregado de 

una  secuencia  TATA  consenso  (TATAcons)  al  promotor  de  SPARC  disminuye  su 

actividad en el promotor –513/+35 y aumenta la actividad del promotor sin actividad –

513/+23 (Figura 14‐B).  

Por otro lado, la secuencia DPE del promotor de SPARC posee una actividad similar a la 

secuencia  consenso  mientras  que  el  mutante  nulo  induce  una  disminución  de  la 

actividad  (Figura  14‐C).  Esto  indica  que  la  región  que  identificamos  como  DPE  es 

importante para la actividad transcripcional del promotor dado que la mutación hacia 

una secuencia nula reduce su actividad transcripcional hasta un 40%  de la actividad del 

promotor F512 mientras que la mutación a una secuencia consenso aunque disminuye 

levemente  su  actividad, no  resulta estadísticamente  significativa  (Figura  14‐C). Cabe 

destacar que este ensayo de mutaciones se realizó también sobre la línea HeLa, que no 

expresa  SPARC  y  la  relación  de  actividad  transcripcional  entre  los  diferentes 

promotores mutantes muestra los mismos resultados (datos no mostrados).  

Estos  datos  concuerdan  con  los  obtenidos  por  extensión  con  cebadores,  en  donde 

observamos que la actividad mediada por el elemento promotor TATA‐box es del 66 %  

(Figura  10‐C),  mientras  que  la  mutación  de  este  elemento  en  los  plásmidos 

conteniendo  promotores  sin  sentido  (TATAnull)  reduce  un  82%   la  actividad 
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transcripcional del promotor (Figura 14‐B). Del mismo modo, la actividad mediada por 

el  elemento  promotor  INR1‐DPE  produce  un  34%   de  la  actividad  transcripcional  de 

este  promotor  dual  (Figura  10‐C)  y  su  mutación  reduce  su  actividad  al  45%   de  la 

actividad (Figura 14‐C).  
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Figura 14 .  Caracte rización  regiones  co re  prom o ter de l prom oto r de  SPARC 
hum ano . A) Caracte rización  de  m utan tes  nu los . Actividad luciferasa relativa de las 
mutaciones nulas de las regiones involucradas en el inicio de la transcripción del promotor de 
SPARC  
B) Caracte rización  de  la caja TATA. Actividad luciferasa relativa de las diferentes 
mutaciones de la secuencia w t (TCTAAA) del elemento TATA-like del promotor de SPARC por 
secuencias descritas como caja TATA consenso (TATAAA) o nula (GCGCCA) para la activación 
del inicio de la transcripción en los promotores F512 y -512/ +23. 
C) Caracte rización  de  la región  DPE. Actividad luciferasa relativa de las diferentes 
mutaciones de la secuencia w t (GGAGA) de la región DPE del promotor de SPARC por 
secuencias descritas como consenso (GGACG) o nulas (GTCAT) para la activación del inicio de 
la transcripción de estos promotores.  
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Los datos se expresan relativos a la actividad del promotor F512. En el grafico se muestra la 
secuencia consenso del promotor de SPARC y se detallan las secuencias de las mutaciones  
realizadas (rectángulo). Los datos fueron analizados mediante ANOVA de una vía y las 
diferencias significativas son expresadas como * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 

 

Estos  resultados  nos  permiten  concluir  que  las  regiones  TATA‐like,  INR2  y  DPE  del 

promotor  de  SPARC  humano  son  importantes  para  el  inicio  de  la  actividad 

transcripcional. Además,  la actividad promotora  requiere de  las secuencias wild  type 

de  los  elementos  TATA‐like  y  DPE  ya  que  la  mutación  a  una  secuencia  nula  o 

consensuada disminuyen la actividad transcripcional del promotor.  

En  base  a  los  resultados  obtenidos  podemos  concluir  que  las modificaciones  de  los 

elementos del core promoter de SPARC no incrementan su actividad (Figura 14‐A, ‐B y ‐

C) y por lo tanto decidimos continuar con el uso del promotor F512 tal cual fue clonado 

inicialmente (Figura 11‐B).  

 

1.4 ANÁLISIS DE LA ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL DEL PROMOTOR BOVINO DEL GEN SPARC 

Tanto el gen como el promotor de SPARC presentan una alta homología de secuencia 

desde humanos a murinos  [159]. Existe un nivel de homología de secuencia del 73%  

entre  las  bases  ‐1000  a  +71  o  +74  (que  incluye  el  exón  1)  del  promotor  de  SPARC 

humano y bovino, respectivamente (datos no mostrados). Dominguez y colaboradores 

realizaron deleciones sobre el promotor bovino y demostraron actividad específica en 

las  líneas  celulares  bovinas  analizadas  [162].  Como  parte  de  esta  tesis  se  decidió 

analizar  si  las  regiones homólogas del promotor bovino  se  comportarían  con mayor 

especificidad que el promotor humano  F512  sobre  líneas  celulares humanas. Es por 

ello que se realizó sobre el promotor bovino de SPARC el mismo análisis de deleciones 

desarrollado en el promotor humano (Figura 11).  

Se alinearon  las secuencias de  los promotores humano y bovino y por homología de 

secuencia  se  clonaron  los  promotores  conteniendo  las  bases  ‐518/+35  (CowON  ‐

518/+35),  ‐518/+74  (CowON  ‐518/+74)  y  ‐128/+35  (CowON  ‐128/+35)  (Figura  15‐A). 

Los  promotores  fueron  analizados  en  las mismas  líneas  celulares  y  se  adicionó  una 

nueva línea de melanoma con menor expresión de SPARC.  

Observamos  que  el  promotor  CowON  ‐518/+74  demuestra  menor  actividad  que  

CowON  ‐518/+35  de  la  misma  manera  que  ocurre  con  el  promotor  humano 
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conteniendo hasta el nucleótido +71 (Figura 15‐B). Esto indicaría que al igual que en el 

promotor humano la región que comprende desde la base +35 al último nucleótido del 

exón 1 (+35/+74 en el promotor bovino) posee un efecto inhibitorio sobre la actividad 

transcripcional  de  estos  promotores.  El  promotor  CowON  ‐128/+35  posee  una 

actividad  transcripcional  elevada  en  todas  las  líneas  celulares  evaluadas,  aunque  la 

actividad transcripcional del elemento no es más elevada en las líneas que no expresan 

SPARC  (HeLa y T47D) como ocurría en el promotor humano  (comparar Figura 15‐B y 

Figura 11‐C). Aunque se observa más especificidad que en el promotor humano (Figura 

11‐C)  la  actividad  transcripcional  en  las  líneas  T‐47D  y HeLa  de  CowON‐128/+35  es 

mayor que en el promotor CowON‐518/+74 (Figura 15‐B).  
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Figura 15. Caracte rización  prom o to r bovino  SPARC A)  Diagrama de los diferentes 

deleciones del promotor construidas. B)  Ensayos de actividad luciferasa de las deleciones del 

promotor bovino de SPARC y del promotor F512 humano. Los datos fueron analizados mediante 

ANOVA de dos vías y las diferencias significativas son expresadas como * p<0,05, ** p<0,01, *** 

p<0,001.  
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A  partir  de  estos  resultados  podemos  concluir  que  la  actividad  transcripcional  del 

promotor  bovino  CowON  ‐518/+35  es  muy  similar  a  la  obtenida  con  el  promotor 

humano F512 y ambos demuestran mayor actividad en las líneas que expresan SPARC. 

Dado que el promotor humano F512 provee la mejor relación actividad / especificidad 

en  las  líneas humanas analizadas, decidimos seguir adelante con esta secuencia para 

los estudios ulteriores incluida la construcción de los CRAds.  

 

1.5 ANÁLISIS ACTIVIDAD DEL PROMOTOR SELECCIONADO EN DIFERENTES LÍNEAS CELULARES  

Como se mencionó, F512 resulto ser el candidato para dirigir la expresión del gen E1A 

en un CRAd. Dado que  los datos de actividad  fueron obtenidos utilizando solamente 

las líneas celulares A375N, T47D y HeLa se decidió extender este análisis a un número 

mayor  de  líneas  celulares  para  seguir  evaluando  su  actividad  /  especificidad.  Se 

seleccionaron  líneas  celulares  caracterizadas por el nivel de expresión del ARNm de 

SPARC mediante  la cuantificación por PCR en tiempo real (Tabla 1) y en este caso, se 

normalizaron los datos por la actividad del promotor viral SV40. Se utilizó la actividad 

de este promotor debido a que tiene una actividad transcripcional similar en todas las 

líneas celulares evaluadas. La actividad de F512 resultó mayor en las líneas celulares de 

melanoma que expresan el ARNm de SPARC, del mismo modo, en  la  línea endotelial 

bovina  BAEC  o  en  la  línea  de  fibroblastos  transformados  WI‐38VA,  que  expresan 

SPARC, se observó actividad transcripcional elevada. Por el contrario las líneas LoVo, T‐

47D  y HeLa,  que  expresan muy  bajos  niveles  o  no  expresan  el ARNm  de  SPARC,  la 

actividad transcripcional fue mucho menor (Figura 16).  
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Figura 16 . Actividad transcripcion al de l prom o to r F512 . Ensayo de actividad luciferasa 

del promotor F512 en diferentes líneas celulares con diferentes niveles de expresión del ARN 

mensajero de SPARC. Los datos son expresados como niveles relativos de actividad luciferasa 

con respecto a la actividad obtenida con el promotor SV40. Los datos fueron analizados 

mediante ANOVA de una vía y las diferencias significativas son expresadas como * (p<0,05), ** 

(p<0,01), *** (p<0,001).  

 

Si bien el promotor F512 es activo en las líneas que expresan SPARC, la relación entre 

la  expresión  de ARNm  de  SPARC  y  la  actividad  transcripcional  del  promotor  no  fue 

lineal. Sin embargo, pudimos observar una relación entre  los niveles de actividad con 

respecto al promotor SV40 y los niveles de expresión de SPARC; así, en la Figura 17 se 

muestra que si  la expresión de ARNm de SPARC es menor al 5%  de  la expresión de la 

línea celular A375N,  los niveles de actividad  transcripcional son menores o  iguales al 

promotor  SV40,  mientras  que  si  los  niveles  de  expresión  son  mayores  al  5% ,  la 

actividad transcripcional es 2,5 a 5 veces mayor al promotor SV40. 
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Figura 17. Re lación  en tre  la actividad transcripcional de l prom o to r de  SPARC y los  

n ive les  de  expres ión  de l ARNm  de  SPARC.  

A partir de estos estudios  se  seleccionó  la  región del promotor humano de SPARC  ‐

513/+35(F512),  que  posee  la  mejor  relación  actividad  /  especificidad,  para  la 

regulación de la transcripción del gen E1A en los CRAds.  
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CAPÍTULO 2 ADENOVIRUS DE REPLICACIÓN CONDICIONAL 

2.1 RESUMEN 

En el capítulo anterior se describió el análisis que permitió  la selección del promotor 

F512  para  regular  la  replicación  viral.  En  este  capítulo  se  detalla  la  construcción  y 

caracterización  in  vitro  e  in  vivo  del  CRAd  Ad‐F512.  Se  evaluó  la  actividad  lítica 

mediante ensayos de sobrevida celular con dosis creciente del CRAd en líneas celulares 

tumorales, estromales y normales. El efecto lítico in vivo de Ad‐F512 se evaluó en tres 

modelos xenogenéicos de melanoma en ratones desnudos.  
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2.2 CONSTRUCCIÓN DEL ADENOVIRUS Ad‐F512 

Para  construir el CRAd Ad‐F512  se utilizó el  sistema de  recombinación homóloga en 

células eucariotas mediante la transfección en células embrionarias de riñón (HEK293). 

Brevemente,  el  CRAd  se  produce  mediante  la  co‐transfección  de  un  plásmido 

linearizado  conteniendo  el  casete de  expresión  del  gen  E1A  regulado  por  F512  que 

contiene  una  región  del  genoma  adenoviral  (pAd‐F512‐E1A)  junto  a  una  región  del 

genoma adenoviral restringido con la enzima ClaI que incluye una región homologa al 

plásmido.  La  recombinación  se  produce  en  las  células  HEK293  (Figura  18),  y  el 

adenovirus recombinante se purifica utilizando un doble gradiente de cloruro de cesio 

y  se  caracteriza  mediante  restricción  del  genoma  adenoviral  seguido  de  su 

secuenciación.  También  se  determinó  la  relación  de  partículas  virales  totales  e 

infectivas mediante  la medida de  la Densidad Óptica  a  260  y  la dosis  infectiva  50%  

cultivo celular (TCID50).  

 
Figura 18. Método de producción de adenovirus recombinantes en células HEk293.  

2.3 ENSAYOS IN VITRO 

Antes de  iniciar  los ensayos de actividad oncolítica de AdF512 realizamos ensayos de 

infectividad viral. Es conocido que  la  infección celular, es decir el  ingreso del virus a 

través de receptores de membrana, es uno de los determinantes iniciales que definen 

la  posterior  replicación  viral  [299].  Para  evaluar  dicha  infectividad  se  utilizó  el 
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adenovirus reportero Ad‐β‐gal y se evaluó el nivel de  infectividad celular mediante  la 

tinción de las células con x‐Gal (Figura 19 ‐ D). 
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Figura 19 . N ive les  de  in fectividad. Las células de melanoma A) A375N, Mel-Les y SB-2 y 

las células de endotelio y fibroblastos B) HMEC-1 y WI-38 fueron infectadas con dosis creciente 

de virus (MOI 10 a 1000) y luego de 48 horas las células fueron fijadas, teñidas con X-Gal y se 

contaron las células positivas. C) Regresión no lineal de los datos obtenidos para calcular la 

dosis necesaria para infectar al 50% de las células (EC50). D) Fotos representativas de las 

células control (MOI 0) o infectadas con el Ad-β-gal (MOI 1000) teñidas con X-gal.  

A partir de este análisis pudimos observar que  las  líneas celulares de melanoma son 

infectadas  a  diferentes  niveles.  SB‐2  posee  niveles  de  infectividad  10‐  y  70‐veces 

mayores  que A375N  y Mel‐Les,  respectivamente.  Las  células WI‐38  y HMEC  poseen 

niveles intermedios de infectividad 4,9‐ y 4,7‐veces menores a la línea SB‐2 (Figura 19‐

A y B).  

Luego de haber evaluado  la  infectividad en  las diferentes  líneas celulares se  inició  la 

caracterización de la actividad lítica de Ad‐F512. El efecto lítico del virus fue evaluado 
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in vitro mediante la infección de distintas líneas celulares con dosis crecientes del virus. 

Se cuantificó el efecto lítico mediante dos ensayos independientes. El primero de ellos 

fue  la evaluación de  la  viabilidad  a  los 10 días de  infección mediante  la  tinción  con 

cristal violeta de las células que permanecieron adheridas a la placa. El segundo ensayo 

consistió en  la medida de  la viabilidad por el método de MTT o MTS a  los 6 días de 

infección.  

Los  ensayos  fueron  realizados  utilizando  diferentes  líneas  de  melanoma,  cáncer  de 

páncreas y de mama y se  incluyó el adenovirus salvaje Ad5‐wt como control positivo 

de replicación lítica. Observamos efecto lítico en las líneas de melanoma que expresan 

altos niveles de SPARC y en una de carcinoma de páncreas  (MIA PaCa‐2) a una MOI 

promedio de 500‐100, mientras que en  las  líneas de cáncer de mama y en  la  línea de 

páncreas BxPC3 que no expresan SPARC  (Tabla 1) no se observó efecto  lítico de Ad‐

F512 (Figura 20). Es importante destacar que los niveles de infección también afectan 

el  efecto  lítico  del Ad5‐wt;  la muerte  de  células A375N  e Mel‐Les  con Ad5‐wt  es  2 

órdenes de magnitud menor al observado sobre SB2 y Mel888, mientras que en Mel‐J‐

N es 1 orden de magnitud menor.  Las  líneas de  cáncer de mama, que no expresan 

SPARC, son lisadas por el Ad5‐wt y el Ad‐F512 no tiene ningún efecto, indicando que el 

efecto lítico de Ad‐F512 es mayor en las células que expresan SPARC (Figura 20).  
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Figura 20 . Efecto  de  Ad-F512  sobre  cé lu las  tum orales . Las líneas celulares fueron 

infectadas con MOIs crecientes de Ad-F512 o Ad5-wt. La sobrevida se evaluó mediante tinción 

con cristal violeta y fijación a los 10 días pos-infección. Las fotos son representativas de las 

diferentes líneas celulares.  
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Debido  a  que  el  objetivo  de  nuestros  estudios  era  obtener  un  vector  viral  que  se 

replique  tanto  en  las  células  tumorales  como  en  las  células  que  forman  parte  del 

tumor y que también expresan SPARC, se evaluó el efecto del CRAd sobre  las células 

que  tienen  características  similares  a  las  células que  conforman  el  estroma  tumoral 

utilizando  como  modelos  de  las  mismas  fibroblastos  embrionarios  y  células 

endoteliales  transformadas.  Observamos  actividad  oncolítica  de  Ad‐F512  a  dosis 

mayores a  las que posee efecto  lítico  sobre  las células  tumorales  (Figura 21‐C). Esto 

indica que el virus no resulta tan efectivo en este tipo de células. En primer lugar esto 

se puede deber  a una  reducida  infectividad  (Figura 19‐A)  y en  segundo  lugar  a una 

resistencia de la célula a la replicación viral. 

Los  resultados  anteriores  demuestran  un  efecto  lítico  mayor  sobre  células  que 

expresan  SPARC  pero  no  permiten  inferir  su  actividad  sobre  células  normales.  Para 

evaluar  este  efecto  se  realizaron  ensayos  sobre  diferentes  líneas  normales.  En  los 

melanocitos  normales  se  observó  una  sobrevida mayor  al  95%   en  presencia  de Ad‐

F512 a una MOI de 1000 (Figura 21‐A). En los ensayos realizados sobre queratinocitos 

(HaCaT),  una  línea  de  fibroblastos  adultos  (CCD1140)  y  fibroblastos  extraídos  de 

melanoma  (Malme‐3)  no  se  observa  efecto  lítico  del  Ad‐F512.  Por  el  contrario,  el 

adenovirus salvaje (Ad5‐wt) fue capaz de replicarse y mostró efecto lítico sobre HACAT 

y, en menor medida, en CCD‐1140 y Malme‐3M (Figura 21‐B y C).  
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Figura 21. Efecto  de  Ad-F512  sobre  cé lulas  no rm ales  y cé lu las  con  feno tipo  de  

cé lu las  es trom ales  asociadas  a tum or. Las líneas celulares fueron infectadas con MOIs 

crecientes de Ad-F512 o Ad5-wt. A) Fotos representativas del efecto lítico del CRAd y del Ad-wt 

sobre la línea de melanocitos normales (NHM) infectadas a una MOI de 1000, B) sobre líneas 

normales de queratinocitos (HaCaT), fibroblastos de adultos (CCD-1140Sk) y fibroblastos  C) 

Fotos representativas del efecto de los virus sobre y fibroblastos asociados a tumor (Malme-3)., 

embrionarios (WI-38) y células endoteliales (HMEC). La sobrevida se evaluó mediante tinción 

con cristal violeta y fijación a los 10 días pos-infección.  

El  efecto  lítico  de  Ad‐F512  también  se  evaluó  cuantificando  la  sobrevida  celular  en 

líneas de melanoma, en fibroblastos y endotelio mediante ensayos de MTT. El Ad‐F512 

mostró, a una dosis de 100 MOI, un mayor efecto lítico sobre células de melanoma SB2 

y en menor medida sobre  las células A375N. Al  igual que  lo ocurrido en  los ensayos 

evaluados  con  cristal  violeta  (Figura  21‐C),  se  observa  un  efecto  lítico  sobre  la 

sobrevida de células WI‐38 y HMEC a dosis de 1000 pv/célula (Figura 22). 
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Figura 22 . Efecto  de  Ad-F512  sobre  la sobrevida ce lu lar. A) Sobrevida relativa al 

tratamiento control de las líneas celulares de melanoma (A375N, Mel-J -N, SB-2), fibroblasto 

embrionario (WI-38) y endotelio (HMEC-1) infectadas con dosis crecientes del CRAd Ad-F512 

B) Fotos representativas de los ensayos realizados. Se evalúo la sobrevida mediante ensayos de 

MTT.  

A  partir  de  la  demostración  de  que  el  Ad‐F512  tiene  efecto  lítico  y  produce  una 

disminución  en  la  sobrevida  de  las  células  tumorales  y  de  fibroblastos  y  endotelio 

relacionados  al  tejido  tumoral  y  de  que  este  efecto  lítico  se  reduce  en  células 

normales, decidimos analizar el efecto oncolítico in vivo de Ad‐F512 utilizando modelos 

de trasplante xenogenéico de células de melanoma humano en ratones desnudos.  

2.4 ENSAYOS IN VIVO 

Los ensayos in vitro nos dan una información restringida de la actividad adenoviral y se 

alejan mucho de una situación de un tumor real. El modelo que actualmente se acerca 

más  a  la  realidad  de  la  enfermedad  es  el  crecimiento  de  tumores  xenogenéicos  en 

ratones desnudos donde se pueden evaluar otras variables como el efecto del tejido 

circundante y de las células que invaden el tumor y conforman el estroma y los vasos 

irrigantes.  La  limitación  del  modelo  es  que  el  estroma  que  aporta  el  ratón  no  es 

permisivo  para  la  replicación  de  estos  CRAds  humanos,  lo  que  impide  evaluar 

claramente  el  impacto  sobre  el  tejido  normal  y  la  dispersión  del  CRAd  dentro  del 

tumor. 

En una primera etapa evaluamos el efecto del Ad‐F512 sobre diferentes modelos de 

tumores xenogenéicos de melanoma trasplantados en ratones desnudos. El protocolo 

se  inicia  con  la  inyección  subcutánea  de  células  de  melanoma  en  el  flanco  de  los 

ratones.  Cuando  el  tumor  alcanzó  los  100  mm3  se  inyectaron  3  dosis  de  1x1010 

partículas  virales  en  forma  intra‐tumoral.  Utilizamos  tumores  obtenidos  a  partir  de 

células A375N, Mel‐J‐N  y  SB2. Estos  tres  tipos  celulares  se  caracterizan por permitir 
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diferente niveles de  infección del Ad‐5 (Figura 19) y también diferente actividad  lítica 

de Ad‐F512  in vitro (Figura 22). Ad‐F512 no tuvo ningún efecto sobre tumores A375N 

(Figura 23‐A) y solo un efecto parcial sobre tumores Mel‐J‐N donde se observó solo un 

retraso  en  el  crecimiento  del  tumor  en  2  de  5  ratones  (Figura  23‐B)  sin  cambios 

significativos sobre la sobrevida de los ratones (Figura 23‐B derecha).  

Por  el  contrario,  el  tratamiento  de  tumores  SB2  con Ad‐F512  demostró  un  potente 

efecto anti‐tumoral dado que en 3 de 5 ratones desapareció el tumor y en uno de los 

ratones  permaneció  libre  de  tumor  por más  de  50  días  (Figura  23‐C).  Asimismo,  la 

administración  de  Ad‐β‐Gal  o  de  vehículo  (PBS)  no  tuvo  ningún  efecto  sobre  el 

crecimiento tumoral (Figura 23‐C y Figura 24‐A y C). En dos experimentos adicionales 2 

de 4 y 3 de 5 ratones permanecieron libres de tumor después de 90 días (Figura 24‐A y 

C).  Estos  datos  indican  un  marcado  efecto  terapéutico  del  Ad‐F512  sobre  el 

crecimiento  del melanoma  y  se  visualiza  en  la  curva  de  sobrevida  de  los  diferentes 

experimentos  (Figura 23‐C derecha y Figura 24‐A y B derecha). En  la Figura 24‐B  se 

muestran imágenes de 2 animales tratados con el CRAd o un virus no replicativo (Ad‐β‐

Gal)  en donde  se observa  la  eliminación del  tumor de melanoma únicamente  en el 

ratón tratado con F512.  
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Figura 23. Efecto  de  Ad-F512  sobre  d ife ren tes  m ode los  de  m e lanom a. A) Curvas de 

crecimiento de animales con tumores A375N tratados con 5 dosis de Ad-F512 o PBS. En el panel 

derecho se muestra la curva de sobrevida Kaplan-Meier. B) Curvas de crecimiento de animales 

con tumores Mel J  tratados con 5 dosis de Ad-F512 o PBS. En el panel derecho se muestra la 

curva de sobrevida Kaplan-Meier. C) Curvas de crecimiento de animales con tumores SB2 

tratados con Ad-F512 o Ad-β-gal. En el panel derecho se muestra la curva de sobrevida Kaplan-

Meier.  
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Figura 24 . Efecto  de  Ad-F512  in  v iv o  sobre  tum ores  de  m e lanom a. A y C) Curvas de 

crecimiento de animales con tumores SB2 tratados con 3 dosis de Ad-F512, Ad-β-gal o PBS. En 

el panel derecho se muestra la curva de sobrevida Kaplan-Meier. B) Fotos representativas de los 

ratones con tumores SB2 tratados con Ad-β-gal y Ad-F512 a los 14 días de iniciado el 

tratamiento.  

 

Como mencionamos anteriormente,  los  tumores humanos  son heterogéneos ya que 

están compuestos no solo por células malignas sino también por fibroblastos, células 

endoteliales  y  del  sistema  inmune.  Además,  como  se  mencionó  previamente,  el 

modelo de tumores xenogenéicos en ratones desnudos tiene la desventaja de que los 

adenovirus de serotipo 5 tiene muy baja tasa de replicación en tejidos de ratón [300]. 

Para  tratar de acercarnos más a un modelo  clínico donde  tanto  las  células malignas 

como las del entorno pudieran eventualmente ser infectadas y, de esta manera, donde 

el CRAd pudiera replicarse, generamos tumores compuestos por células malignas que 

fueron co‐administradas con fibroblastos y células endoteliales humanas. A diferencia 

del  efecto  lítico  de  AdF512  sobre  tumores  SB2,  AdF512  fue  incapaz  de  eliminar 

tumores  conformados  por  células  de  melanoma  y  fibroblastos  (SB2/WI‐38) 

observándose solo una disminución en la velocidad de crecimiento tumoral (Figura 25‐
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A).  Un  efecto  similar  se  observó  en  los  tumores  formados  por  células  tumorales  y 

micro‐endoteliales transformadas SB2/HMEC‐1 (Figura 25‐B).  
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Figura 25. Efecto  de  Ad-F512  in  v iv o  sobre  tum ores  de  m e lanom a con ten iendo  

fibroblas tos  o  endo te lio  hum ano . A) Curvas de crecimiento de animales con tumores 

SB2/ WI-38 tratados con 3 dosis de Ad-F512 o Vehículo. En el panel derecho se muestra la curva 

de sobrevida Kaplan-Meier. B) Curvas de crecimiento de animales con tumores SB2/ HMEC 

tratados con 3 dosis de Ad-F512 o Vehículo. En el panel derecho se muestra la curva de 

sobrevida Kaplan-Meier.  
A partir de estos datos se plantearon diferentes hipótesis para explicar la diferencia en 

el efecto anti‐tumoral del Ad‐F512 en  los  tumores  conteniendo estroma  comparado 

con  los tumores sin estroma. Nuestra primera hipótesis fue que existe una diferencia 

en  la  estructura  del  tejido  tumoral  según  este  presente  el  estroma  o  no  y  esto 

modificaría  su  permisividad  para  la  distribución  del  adenovirus  inyectado.  Con  el 

propósito  de  analizar  esta  hipótesis  estudiamos  en  principio  la  distribución  del 

adenovirus Ad‐β‐Gal en los tres tipos tumorales (SB2 solas, SB2/WI‐38, y SB2/HMEC‐1) 

mediante tinción con x‐Gal. Como Ad‐β‐Gal no es un virus replicativo, esta medición se 

hizo a los pocos días de infectado el tumor y este resultado nos daría un panorama de 

la distribución luego de la primera infección viral.  
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Figura 26  H is to logía de  te jidos  de  tum ores  SB2 y tum ores  m ixtos . A) Tinción x-Gal de 

corte histológico de tumor SB-2 inyectado con Ad-β−gal. B) Tinción x-Gal de corte histológico de 

tumor SB2/ Wi-38 inyectado con Ad-βgal (izquierda) o tinción HRP de tumor marcado con Ab 

anti-hexón (derecha). C) Foto representativa de nidos de células micro-endoteliales con la 

estructura típica de morfología en empalizada (izquierda). Tinción de células endoteliales con 

Von Willebrand Factor humano (central) y tinción X-Gal de corte histológico de tumor 

SB2/ HMEC inyectado con Ad-β−gal (derecha). 

Observamos que en  los  tumores SB2  inyectados  con el adenovector en  forma  intra‐

tumoral  la  mayor  parte  del  Ad‐β‐gal  se  distribuye  en  la  periferia,  decreciendo  los 

niveles  de  transducción  hacia  el  centro  del  tumor  (Figura  26‐A).  Mientras  que  en 

tumores  SB2/WI‐38  se  observa  una  distribución  limitada  a  los  nidos  de  células 

tumorales  pero  no  se  observa  tinción  de  los  fibroblastos  (Figura  26‐B).  Esto  se 

correlaciona con  la baja infectividad que observamos en células WI‐38  in vitro (Figura 

19‐B  y  Figura  21‐C).  En  los  tumores  SB2/HMEC‐1  se  observan  grupos  de  células 

endoteliales  con  morfología  en  “empalizada”  y  tinción  con  Von  Willebrand  Factor 

(Factor  VIII)  humano  en  las  inmediaciones  de  los  vasos  sanguíneos,  indicando  una 

posible diferenciación hacia células endoteliales (Figura 26‐C). En este caso, las células 
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endoteliales  se  marcan  con  x‐Gal,  indicando  la  transducción  por  el  Ad‐β‐Gal.  Esto 

también  se  correlaciona  con  la  mayor  infectividad  in  vitro  de  las  HMEC‐1  con  el 

adenovirus de serotipo 5 a dosis menores a  las de WI‐38 (Figura 19‐B y Figura 21‐C). 

Aunque no observamos una barrera  física como en  los  tumores SB2/WI38,  tampoco 

observamos efectos antitumorales de AdF512 sobre tumores SB2/HMEC‐1.  

En estudios  realizados por  la Dra. María Verónica Lopez, co‐directora de mi  tesis,  se 

determinó  que  el  medio  condicionado  de  células  WI‐38  favorece  la  replicación  de 

AdF512  sobre células de melanoma  in vitro, mientras que el medio condicionado de 

HMEC‐1 o de  las propias células de melanoma no modifica  los niveles de replicación. 

Esto  indica  que  factores  producidos  por  las  diferentes  estirpes  celulares  pueden 

modificar la replicación intra‐tumoral del CRAd [301].  

Otro de  los factores que podría estar afectando  la eficacia del tratamiento adenoviral 

podría  ser  la  velocidad  de  crecimiento  del  tumor.  Si  observamos  las  curvas  de 

crecimiento de los diferentes tumores podemos observar que los tumores SB2 crecen 

a una velocidad menor que los tumores SB2/WI‐38 y SB2/HMEC‐1 (tasa de duplicación 

del volumen tumoral de 10,61 contra 7,14 y 7,59 días, respectivamente).  

Esta observación nos llevó a una segunda hipótesis de que el aumento de la velocidad 

de crecimiento del tumor podría estar requiriendo otro régimen de administración del 

CRAd  dado  que  la  velocidad  de  crecimiento  tumoral  podría  exceder  la  tasa  de 

replicación viral. Es así que decidimos tratar tumores SB2/WI‐38 con 3 o 5 inyecciones 

de  Ad‐F512  o  PBS  para  luego  evaluar  el  crecimiento  tumoral  y  la  sobrevida  de  los 

ratones.  A  diferencia  de  lo  observado  en  el  estudio  anterior,  en  este  ensayo  la 

administración del CRAd indujo la eliminación del tumor en un solo animal, aunque no 

se observaron diferencias significativas en la sobrevida de los ratones entre 3 y 5 dosis, 

lo  que  indica  que  una  mayor  cantidad  de  virus  Ad‐F512  administrado  no  resulta 

beneficioso (Figura 27).  
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Figura 27. Evaluación  de l núm ero  de  dos is  de  Ad-F512  sobre  e l e fecto  an ti-tum oral. 

A) Curvas de crecimiento de animales con tumores SB2/ WI-38 tratados con 3 dosis de Ad-F512 

o PBS. En el panel derecho se muestra la curva de sobrevida Kaplan-Meier. B) Curvas de 

crecimiento de animales con tumores SB2/ WI-38 tratados con 5 dosis de Ad-F512 o PBS. En el 

panel derecho se muestra la curva de sobrevida Kaplan-Meier.  

Estos  datos  indicarían  que  la  actividad  oncolítica  de  Ad‐F512  podría  encontrarse 

limitada por la estructura del tejido tumoral, la actividad transcripcional del promotor 

utilizado o por  la baja  infectividad de  los adenovirus  recombinantes utilizados. En el 

siguiente capítulo se describirán  las modificaciones  realizadas al promotor F512 para 

aumentar  su  actividad  transcripcional  bajo  las  condiciones  fisio‐patológicas  que 

caracterizan al tejido tumoral.  
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CAPÍTULO 3 DESARROLLO DE PROMOTORES QUIMERA.  

RESUMEN  

El  tratamiento  con  Ad‐F512  resultó  efectivo  en  tumores  SB2  pero  no  en  tumores 

A375N,  MelJ  o  en  los  tumores  combinados  con  fibroblastos  SB2/WI‐38.  Con  el 

propósito de aumentar el efecto anti‐tumoral del CRAd construido decidimos utilizar 

dos  estrategias.  La  primera  consistió  en  aumentar  la  actividad  del  promotor  F512 

mediante  la  construcción  de  promotores  quimera.  Esta  estrategia  consiste  en  el 

agregado  de  elementos  de  respuesta  a  condiciones  fisio‐patológicas  específicas  del 

microambiente  tumoral.  Con  este  objetivo,  se  construyeron  diferentes  promotores 

quimera conteniendo elementos de respuesta a NFκB (como modelo de inflamación), 

hipoxia  y  especies  reactivas  del  oxígeno  (ROS)  que  están  aumentadas  en  tejidos 

tumorales tal cual fue demostrado por nuestro grupo [302].  

Una estrategia complementaria consistió en la modificación del tropismo viral a partir 

del cambio de  la estructura de  la  fibra, proteína  involucrada en  la unión del virus al 

receptor celular.  

A partir de ambas modificaciones se evaluó el efecto citopático in vivo e in vitro de los 

CRAds modificados.  
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3.1 CONSTRUCCIÓN DE PROMOTORES QUIMERA. 

El tejido tumoral se caracteriza por, entre otros, una marcada falta de oxígeno [303], 

altos niveles de especies reactivas del oxígeno (ROS) [304, 305] y la sobre‐expresión de 

proteínas involucradas en procesos anti‐apoptóticos e inflamatorios mediado en parte 

por NFκB [256].  

Con  el  fin  de  aumentar  la  potencia  de  F512  se  decidió  incorporar  secuencias 

respondedoras  a  hipoxia  (HRE),  a  especies  reactivas  del  oxígeno  (ROSRE)  y  a NFκB 

(kBRE) y clonarlas en diferentes lugares de F512.  

Teniendo en cuenta que los elementos de respuesta pueden activar la transcripción a 

diferentes distancias del  inicio de  la transcripción encontramos dos posibles regiones. 

La  primera  región  se  encuentra  aguas  arriba  de  la  secuencia  de  F512  (Figura  28  ‐ 

Región  1).  La  segunda  región  se  seleccionó  entre  las  bases  ‐315/‐263  (Figura  28  ‐ 

Región 2) debido a que no encontramos por predicción ningún sitio de unión a factores 

transcripcionales.  Por  otra  parte,  en  esa  región  existen  dos  sitios  de  corte  para  la 

enzima de restricción StuI que permitían insertar diferentes secuencias de ADN.  

Se construyeron promotores quimera con  las diferentes modificaciones y se clonaron 

en el plásmido reportero pGL3‐basic (Figura 28).  

Región 1 Región 2
‐513
Mlu I

+35
Bgl II

‐314   ‐265
Stu I  Stu I

Luc+F512

Luc+kBrekBre12kB‐F512

Luc+kBre6kB‐F512

Luc+ROSreROSre‐F512

Luc+HRE3HRE‐F512

Luc+HREF512‐3HRE

Luc+kBreF512‐6kB

 
Figura 28 . Es tructu ra de  los  d ife ren tes  prom o to res  qu im era cons tru idos. Se 

clonaron casetes conteniendo elementos de respuesta a NFkB (kBre), hipoxia (HRE) o a 
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especies reactivas del oxígeno (ROSre) en la región 1 o 2 del promotor F512 mediante técnicas 

de biología molecular.  

 

2.2 ANÁLISIS DE LA ACTIVIDAD DE LOS PROMOTORES EN EL CONTEXTO PLASMÍDICO.  

Las diferentes construcciones  fueron ensayadas en células de melanoma A375N que 

expresan altos niveles de SPARC y en células de cáncer de mama T47‐D que expresan 

muy bajos niveles de SPARC utilizando luciferasa como gen reportero. En una primera 

etapa se caracterizaron 6 construcciones conteniendo los sitios HRE, κB y ROSre en la 

región 1 o 2 del promotor F512 bajo condiciones de normoxia (Figura 29).  
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Figura 29 . Actividad lucife rasa de  los  prom o to res  qu im era bajo  condiciones  de 

no rm oxia. Las células de melanoma (A375N) y de cáncer de mama (T47D) fueron 

transfectadas con los promotores quimera conteniendo elementos de respuesta a NFkB 

(12kBF512, 6kBF512 y F512-6kB), a especies reactivas de oxígeno (ROSre-F512) y a hipoxia 

(3HRE-F512 y HRE-F512) y a las 48 horas se realizaron ensayos de actividad de luciferasa. Los 

datos se expresan como la actividad de luciferasa relativa al plásmido pGL3-F512. Las columnas 

representan el promedio de al menos tres experimentos independientes y las barras el DE. 

 

En  los  promotores  conteniendo  elementos  NFκB  se  observa  una  leve  inducción  en 

condiciones de normoxia de la línea A375N cuando posee 12 elementos de respuesta a 

NFκB  (12kB‐F512), mientras que 6 elementos no cambian  la actividad transcripcional 

en  la región 1 (6kB‐F512) o reducen  levemente  la actividad en  la región 2 (F512‐6kB) 

(Figura 29).  

Cabe destacar que el elemento ROSre  fue evaluado en el  contexto del promotor de 

SPARC y se observó una disminución del 60%  de actividad del promotor F512 cuando 

se  clonó en  la  región 1  (Figura 29), mientras que  cuando  intentamos  clonarlo en  la 
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región 2 no se obtuvieron clones positivos y aguas arriba de la caja TATA del promotor 

solo  se  obtuvieron  promotores  con  la  inserción  anti‐sentido  (6  de  7  clones 

secuenciados); por otra parte, en el único clon  con  la  secuencia  sentido el plásmido 

perdió 700 pares de bases aguas abajo del sitio de inserción. Debido a estos resultados 

dejamos de lado este elemento.  

La siguiente etapa consistió en la evaluación de la actividad de estos promotores bajo 

condiciones de inducción de los factores transcripcionales que se unen a los elementos 

clonados. Para esta etapa se seleccionaron los promotores conteniendo 6 (6kBF512) o 

12 (12kBF512) elementos de respuesta a NFκB en  la región 1 y  los promotores con 3 

elementos de respuesta a hipoxia en  la región 1  (3HRE‐F512) o en  la región 2  (F512‐

3HRE). Para  remedar el estado  inflamatorio presente en el  tejido  tumoral,  se utilizó 

TNF‐α  que  aumenta  la  actividad  transcripcional  del  factor  NFκB.  Como  se  puede 

observar en  la Figura 30  los promotores quimera 6kBF512  y 12kBF512 muestran un 

aumento de 8,8 y 25,9 veces en  la actividad de  luciferasa con respecto a  la actividad 

del  promotor  F512  bajo  condiciones  de  normoxia  (Figura  30‐A).  En  el  caso  de  los 

plásmidos  conteniendo  elementos  HRE,  HRE‐F512  y  F512‐HRE,  observamos  que  la 

actividad bajo condiciones de normoxia se mantiene en  los niveles observados en el 

promotor F512 mientras que bajo condiciones de hipoxia se observa un aumento de la 

actividad  de  6,01  y  6,78  veces  con  respecto  al  promotor  F512  bajo  las  mismas 

condiciones (Figura 30‐B). Cabe destacar que en condiciones de hipoxia los elementos 

HRE generaron una inducción de la actividad transcripcional independientemente de la 

posición de  inserción, ya que  la actividad en  la  región 2  (F512‐3HRE), aunque mayor 

que en la región 1, no demuestra diferencias significativas.  

Estos datos nos  llevaron a  construir un promotor F512 quimera  con  la presencia de 

ambos elementos (NFκB y HRE); por lo tanto, clonamos 3 elementos HRE en los sitios 

StuI  de  la  región  2  del  promotor  12kB‐F512,  obteniendo  el  promotor  quimera 

denominado  kBF512HRE.  Este  promotor  demostró  un  aumento  de  la  actividad 

transcripcional  en  células  A375N  bajo  condiciones  de  TNF‐α,  hipoxia  y  en  ambas 

condiciones  de  20,9,  6,9  y  22,9  veces,  respectivamente,  con  respecto  a  la  actividad 

transcripcional demostrada por el promotor F512 bajo las mismas condiciones (Figura 

30‐C).  
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Figura 30 . Evaluación  de  la actividad de  los  prom o to res  qu im era en  un  con texto  
p lasm ídico. Las células de melanoma (A375N) fueron transfectadas con los promotores 
quimera conteniendo A)  Elementos de Respuesta al factor NFκB, B)  Elementos de Respuesta a 

Hipoxia o C)  ambos. Se transfectaron 40.000 células con 0,8 μg de ADN plasmídico 

conteniendo el promotor indicado más 0,1 μg del plásmido pRL-CMV utilizado como control de 
transfección. A las 4 horas se agregó medio conteniendo SFB y se trató a las células con A) y C)  
TNF-α, B) y C) Hipoxia (0 ,1% O2) o C)  ambos. Después de 48 horas se lisaron las células y se 
realizó un ensayo de actividad de luciferasa. Los datos son expresados como actividad luciferasa 
relativa al plásmido sin promotor pGL3-basic. Las columnas representan el promedio de al 
menos tres experimentos independientes y las barras el DE.  

 

Podemos  concluir que  la  inclusión de  los  elementos HRE  y  kB  en el promotor  F512 

aumenta  la actividad del mismo bajo  condiciones de hipoxia o en presencia de  alta 
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actividad  del  factor  NFκB,  lo  que  facilitaría  la  expresión  del  gen  E1A  en  regiones 

hipóxicas o inflamatorias y por ende la replicación viral.  

La siguiente fase, después de la selección del promotor quimera kBF512HRE, implicó la 

construcción  de  adenovirus  reporteros  para  realizar  una  evaluación  de  la  actividad 

transcripcional en el contexto adenoviral. La construcción de adenovirus reporteros se 

realizó  debido  a  que  existen  estudios  de  que  la  actividad  transcripcional  de  un 

promotor puede variar al ser insertado en un genoma adenoviral debido a la presencia 

de secuencias activadoras propias del genoma adenoviral [118].  

 

3.2 ANÁLISIS DE LA ACTIVIDAD DE LOS PROMOTORES EN EL CONTEXTO ADENOVIRAL 

Los  adenovirus  construidos  se  denominaron  describiendo  el  promotor  quimera 

contenido y el gen al cual regulan: Ad‐F512‐Luc y Ad‐I‐kBF512HRE‐Luc (Figura 31‐A). En 

este último adenovirus se agregó un elemento aislante (insulator), que corresponde a 

la señal de freno transcripcional del gen de la hormona de crecimiento bovina, que fue 

reportado como  inhibidor de  los efectos activadores de  la secuencia  ITR del genoma 

adenoviral  [306]  (Figura  31‐A).  Se  utilizó  esta  última  estrategia  debido  a  que  las 

secuencias ITR pueden producir una activación inespecífica del promotor insertado en 

el genoma adenoviral, causando una activación transcripcional  inespecífica. Se evaluó 

la  actividad  transcripcional  de  este  promotor  bajo  condiciones  de  normoxia,  TNF‐α, 
hipoxia  e  hipoxia+TNF‐α  en  tres  líneas  celulares  de melanoma, WI‐38  y HMEC‐1.  El 

protocolo seguido fue similar al usado con plásmidos, con  la salvedad de que en este 

caso  se  relativizaron  los  datos  por  la  cantidad  de  miligramos  de  proteínas  de  la 

muestra y los datos fueron referidos a la actividad transcripcional de Ad‐F512‐Luc bajo 

condiciones de normoxia.  

Al analizar  las diferentes  líneas  celulares pudimos observar que bajo  condiciones de 

normoxia y en el contexto adenoviral, el promotor kBF512HRE tiene los mismos niveles 

de actividad que F512 en células A375N y HMEC‐1 y 2 a 4 veces mayor actividad en 

SB2, Mel‐Les o WI‐38 (Figura 31–B columnas blancas normoxia). Cuando las células son 

tratadas  con  TNF‐α,  F512  mantiene  niveles  de  actividad  similares  a  F512  bajo 

condiciones de normoxia. Mientras que con kBF512HRE se observa un aumento de 31 
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a 38  veces en  células de melanoma; mientras que en WI‐38  y HMEC  se observa un 

aumento de 84 y 7 veces, respectivamente (Figura 31 – TNF‐α). 
Cuando  evaluamos  los  niveles  de  actividad  bajo  condiciones  de  hipoxia,  pudimos 

observar  que  F512  aumenta  levemente  su  actividad  transcripcional  con  respecto  a 

normoxia en todas las líneas celulares aunque no se observan diferencias significativas 

(Figura 31 – Columnas grises). Por otro  lado, kBF512HRE muestra un aumento de  la 

actividad de 10 a 20 veces en células de melanoma y WI‐38, mientras que en células 

HMEC‐1 no se observa aumento de la actividad transcripcional (Figura 31 – Hipoxia).  

Al someter a las células a condiciones de hipoxia combinado con la presencia de TNF‐

α,  pudimos  observar  que  los  niveles  de  inducción  de  F512  y  kBF512HRE  fueron 

similares  a  los  obtenidos  bajo  TNF‐α  no  observándose  efectos  aditivos  (Figura  31  – 

Hipoxia+ TNF‐α).  

 
Figura 31. Ensayo  de  actividad de  lucife rasa de  prom o to res  qu im era en  e l con texto  
adenoviral. A)  Esquema de la estructura del genoma de los adenovirus reporteros Ad-F512-
Luc y Ad-kBF512HRE-Luc. Ensayos de actividad de luciferasa de células de melanoma B)  (SB2, 
A375N y Mel-Les), C)  fibroblastos WI-38 y micro-endoteliales HMEC-1 transducidas con Ad-
F512-Luc, Ad-kBF512HRE-Luc a una MOI de 500. Las células fueron luego cultivadas bajo 
condiciones de normoxia, en presencia de TNF-α, hipoxia o hipoxia+TNF-α. A las 72 hrs se 
lisaron las células y se realizaron los ensayos de actividad de luciferasa. Los datos son 

expresados como niveles de actividad transcripcional con respecto a Ad-F512-Luc en normoxia.  
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Al analizar los resultados obtenidos pudimos concluir que los niveles de inducción bajo 

TNF‐α, hipoxia o  la combinación de ambos tratamientos, son similares en el contexto 

adenoviral y en el plasmídico, observándose una menor inducción con hipoxia que con 

TNF‐α; la combinación de ambos tratamientos no aumenta la actividad transcripcional 

con  respecto  a  la  observada  solo  bajo  TNF‐α.  Cabe  destacar  que  los  niveles  de 

inducción en células A375N en el contexto adenoviral es el doble de la observada bajo 

contexto plasmídico.  

 

3.3 ADENOVIRUS DE REPLICACIÓN CONDICIONAL 

3.3.1 Ensayos de viabilidad celular 

La siguiente etapa involucró el desarrollo de los adenovirus de replicación condicional 

en  los  cuales  el  gen  E1A  se  encuentra  transcripcionalmente  regulado  por  los 

promotores  seleccionados.  Se  construyeron  los  adenovirus  Ad‐I‐kBF512HRE‐E1A 

(respondedor a inflamación e hipoxia) y Ad‐HREF512‐E1A (respondedor solo a hipoxia).  

En estudios in vitro se determinó la dosis necesaria para eliminar al 50%  de las células 

(IC50) y utilizamos al Ad‐wt como punto de comparación. Cabe destacar que un valor 

superior  de  IC50  implica  una menor  actividad  lítica. Observamos  que  las  células  de 

melanoma tratadas con los diferentes CRAds bajo condiciones de hipoxia disminuyen o 

mantienen la dosis necesaria de virus para eliminar al 50%  de las células mientras que 

el Ad‐wt mantiene o incluso aumenta su IC50 (Tabla 2). Bajo TNFα e hipoxia la IC50 de 

Ad‐kBF512HRE en  las células SB2 es 2,6 y 3 veces menor que en normoxia. Indicando 

una mayor actividad  lítica del virus. En el caso de A375N, Ad‐kBF12HRE mantiene su 

IC50  bajo  TNFα  y  disminuye  bajo  hipoxia  (Tabla  2  – A375N).  En  el  caso  de  la  línea 

celular WI‐38 la IC50 solo disminuye bajo TNFα. 
Línea Celular

CRAd\Tratamiento Normoxia TNFa Hipoxia Hipoxia+TNFa Normoxia TNFa Hipoxia Hipoxia+TNFa Normoxia TNFa Hipoxia Hipoxia+TNFa

AdWT 3,88 5,01 29,77 5,60 29,33 12,01 30,41 12,54 30,80 12,37 36,42 83,06

Ad‐F512 442,40 205,10 335,03 178,30 571,0 242,8 253,1 276,4 529,93 231,70 302,80 1175,00

Ad‐kBF512HRE 222,73 83,75 74,37 54,83 340,5 323,1 203,4 302,3 563,40 309,60 641,47 1011,00

Ad‐HREF512 321,35 212,50 216,08 173,70 765,3 656,3 436,1 450,7 609,58 1232,60 1525,25 1861,00

IC50

SB2 A375N WI‐38

 

Tabla 2. Efecto citopático de los CRAds dirigidos por promotores quimera. Diferentes tipos celulares 

fueron  infectadas con multiplicidades de  infección  (MOI) crecientes de CRAds y después de 6 días de 
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cultivo  bajo  condiciones  de  normoxia  o  hipoxia  (0.1%   O2)  se  evaluó  la  sobrevida  celular  mediante 
ensayos de MTT.  

 

Para corroborar que los datos del efecto citopático mostrado en la Tabla 2 se deben a 

la  replicación  de  los  CRAds  y  no  a  un  efecto  del  tratamiento  decidimos  analizar  la 

replicación  viral  mediante  la  cuantificación  del  número  de  copias  del  genoma 

adenoviral.  Para  ello,  se  realizaron  PCRs  en  tiempo  real  sobre  muestras  de  ADN 

genómico 5 y 72 horas después de la infección viral en normoxia, en presencia de TNF‐

α, hipoxia o TNF‐α mas hipoxia. A las 5 horas se examinó la entrada del virus dentro de 

la célula mientras que a  las 72 horas se cuantificó  la replicación viral. Analizando  los 

datos  obtenidos  observamos  que  las  células  SB2  exhiben,  en  general,  una  tasa  de 

replicación viral diez veces  superior en  condiciones de normoxia a  la observada  con 

células A375N o WI‐38 (comparar Figura 32‐A con Figura 32‐B, C y D). El agregado de 

TNF‐α solo indujo mayor replicación viral del virus que posee elementos de respuesta 

kB  (Ad‐kBF512HRE) en  células  SB2, mientras que  con  los  virus que no poseen estos 

elementos  (F512  o  HREF512)  la  tasa  de  replicación  viral  se  mantiene  o,  incluso, 

disminuye  (Figura 32‐A). Bajo condiciones de hipoxia,  todos  los virus aumentaron  su 

tasa de replicación en células de melanoma, mientras que en WI‐38 y HMEC‐1 solo se 

observó aumento con  los virus que poseen elementos HRE  (2kBF512HRE y HREF512) 

(Figura 32, comparar columnas normoxia con columnas hipoxia). Bajo condiciones de 

TNF‐α mas  hipoxia  se  observó  una  leve  inducción  de  la  replicación  del Ad‐F512  en 

células de melanoma SB2 y A375N, mientras que en WI‐38 y HMEC‐1 este efecto no se 

observa. Bajo estas condiciones Ad‐kBF512HRE demuestra un aumento en la progenie 

viral  que  varía  entre  3,3  a  1,5  veces  con  respecto  a  Ad‐F512  bajo  las  mismas 

condiciones.  Es  importante  destacar  que  la  replicación  del  Ad5‐wt  disminuye  en 

hipoxia (datos no mostrados y [307]).  

Además, Ad‐kBF512HRE  se  replica a una mayor  tasa en hipoxia que en presencia de 

TNF‐α en todas las líneas celulares (Figura 32, comparar columnas TNFα con hipoxia). 

Esto difiere de  lo observado con  la actividad transcripcional del promotor kBF512HRE 

en el contexto adenoviral, en donde se observaba mayor actividad transcripcional con 

TNF‐α que en hipoxia (Figura 31).  
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Figura 32 . Ensayo  de  replicación  viral. A)  Esquema de la estructura de los CRAds Ad-

F512, Ad-kBF512HRE y Ad-HREF512. Las células de melanoma, B)  SB2 y C)  A375N, o las 

células C)WI-38 y D)  HMEC, fueron incubadas con diferentes CRAds (Ad-F512, Ad-

kBF512HRE y Ad-HREF512) a una MOI de 500 (A375N, WI-38, HMEC) o 100 (SB2) y después 

de 4 horas fueron incubadas en normoxia (21% 02), hipoxia (0 ,1% O2), TNF-α (5 ng/ ml) o 

hipoxia más TNF-α. A las 5 y 72 horas se colectaron las células y se extrajo el ADN genómico. 

Posteriormente, se cuantificó el número de copias de genoma adenoviral mediante PCR en 

tiempo real. Los datos se expresan como incremento del número de copias de genoma 

adenoviral con respecto a los niveles encontrados 5 horas post-infección. Las columnas 

representan la media de, al menos, 3 ensayos independientes y las barras el DE. * <0,05 

**<0,01, ***<0,001 representan las diferencias significativas con respecto a normoxia. # <0,05, 

# # <0,01, # # # <0,001 representan las diferencias significativas con respecto a Ad-F512 bajo el 

mismo tratamiento.  

En conclusión, los resultados con los virus no replicativos indicaban que la inserción de 

los  elementos  kB  y  HRE  en  el  promotor  de  SPARC  aumentaba  la  actividad 

transcripcional de estos promotores bajo condiciones de inflamación y/o hipoxia. Este 

aumento  de  la  actividad  transcripcional  deriva  en  un  aumento  tanto  del  efecto 

citopático como de la replicación viral de Ad‐kBF512HRE y Ad‐HREF512.  
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3.3.2 Estudios en modelos in vitro de esferoides 

El modelo de líneas celulares en mono‐capa posee bastantes objeciones con respecto a 

la  estructura  y  función  celular,  debido  a  que  las  células  se  encuentran  en  una 

estructura bidimensional y no en  la estructura tridimensional como se encuentran en 

los tejidos de los que forman parte. El modelo de esferoides se acerca un poco más a la 

estructura tridimensional de los tejidos y permite evaluar el efecto de la presencia de 

diferentes  uniones  celulares,  así  como  también  la  presencia  de  hipoxia  sobre  la 

distribución y el efecto oncolítico de los CRAds. De modo tal que se armaron esferoides 

compuestos  por  células  de  melanoma,  fibroblastos  y  endotelio.  Se  eligieron  los 

modelos de A375N y SB2 en presencia o no de fibroblastos para evaluar la replicación 

viral.  Se  analizó  la  replicación  adenoviral  mediante  la  cuantificación  de  copias  del 

genoma adenoviral por técnicas de PCR en tiempo real. Pudimos observar que, al igual 

que lo ocurrido en células en monocapa (Figura 32‐A y B), todos los esferoides de SB2 

producen  mayor  cantidad  de  copias  del  genoma  adenoviral  bajo  condiciones  de 

hipoxia.  Al  igual  que  lo  ocurrido  en  los  ensayos  con  células  en  monocapa,  los 

esferoides conteniendo células SB2 producen más copias de genoma adenoviral que 

los esferoides conteniendo células A375N  (Figura 33). Mientras que en esferoides de 

A375N  se  observa  mayor  producción  de  copias  del  genoma  adenoviral  de  Ad‐

kBF512HRE, en esferoides conteniendo células SB2, este aumento no es tan marcado.  
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Figura 33 . Ensayo  de  replicación  viral sobre  es fe ro ides  m ultice lu lares . Los 

esferoides de células de melanoma (SB2 o A375N) solas o mezcladas con fibroblastos 

embrionarios humanos (SB2/ WI-38 o A375N/ WI-38) fueron infectados con los diferentes 

CRAds (Ad-F512, Ad-2kBF512HRE y Ad-HREF512) a una MOI de 500-1000. Después de 5 

horas fueron colocados bajo niveles normales de oxigeno (21% 02) o hipoxia (0 ,1% O2). El ADN 

genómico fue extraído 5 horas o 6 días pos-infección y el número de copias de genoma 

adenoviral fue evaluado por PCR en tiempo real  

Los  resultados  con  esferoides  A375N/WI‐38/HMEC  muestran  un  aumento  en  el 

número de  copias de  genoma  adenoviral de  los CRAds  conteniendo  elementos HRE 

(Ad‐kBF512HRE y Ad‐HREF512) bajo condiciones de hipoxia (Figura 34‐A) y esto se ve 

reflejado en una mayor muerte celular (Figura 34‐B). Se puede observar sin embargo, 

que la muerte celular en esferoides es menor a la observada en monocapa (Tabla 2), ya 

que en el caso de  las células en monocapa se necesita una MOI de entre 300‐700 de 

cualquier  CRAd  en  normoxia  para  eliminar  al  50%   de  las  células  (IC50)  (Tabla  2), 

mientras que en  las células en esferoides una MOI de 1000 ninguno de  los CRAds, a 

excepción  deAd‐HREF512,  bajo  condiciones  de  normoxia  logra  alcanzar  una 

eliminación del 50%  de las células (Figura 34‐B).  
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Figura 34 . Ensayo  de  replicación  viral y sobrevida ce lu lar sobre  es fe ro ides  

m ultice lu lares . A)  Los esferoides multicelulares conteniendo células de melanoma (A375N), 

WI-38 (fibroblastos embrionales) y HMEC (micro-endoteliales transformadas) fueron 

infectados por 5 horas con los diferentes CRAds (F512, 2kB-F512-HRE y HREF512) a una MOI 

de 1000. Los ADN genómicos fueron extraídos de los diferentes tratamientos a las 5, 72 y 144 

horas y la cantidad de copias de ADN genómico adenoviral fueron cuantificadas mediante real-

time PCR. B)  Ensayo de sobrevida mediante técnica de MTS. Los esferoides multicelulares 

fueron infectados con los diferentes CRAds y a las 144 horas se evaluó la sobrevida mediante 

MTS.  

 

Estos resultados  indicarían que tanto  las células malignas como  las que componen el 

estroma  tumoral  bajo  condiciones  de  hipoxia  podrían  producir  mayor  cantidad  de 

copias  virales  si  fueran  infectadas  por  un  adenovirus  cuya  replicación  estuviera 

regulada por  los promotores quimera  conteniendo  sitios HRE.  Lo que  implicaría una 

ventaja  en  tejidos  hipóxicos  donde  se  ha  descrito  que  los  adenovirus  salvajes  no 

pueden replicarse de forma eficiente [308].  
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3.3.3 Ensayos in vivo  

Finalmente,  analizamos  lo  actividad  antitumoral  de  los  CRAds  en  tumores 

xenogenéicos  inducidos  en  ratones  desnudos.  En  una  primera  etapa  se  evaluó  el 

efecto  de  los  CRAds  sobre  el  modelo  de  melanoma  co‐inyectado  con  fibroblastos 

embrionarios (SB2/WI‐38) usando 5 inyecciones como describimos en el Capítulo 2. Tal 

cual  habíamos  visto  anteriormente,  las  5  inyecciones  del  Ad‐F512  solo  eliminan  el 

tumor en 2/4 y 1/4 ratones y disminuye el crecimiento en 2/4 y 1/4 en los 2 ensayos in 

vivo  realizados.  Por  el  contrario,  la  administración  de  Ad‐kBF512HRE  indujo  la 

eliminación de  todos  los  tumores en ambos ensayos  (Figura 35‐A y B). Vale destacar 

que el tratamiento con Ad‐kBF512HRE (en ambos ensayos) y Ad‐F512 (en un ensayo) 

producen  un  aumento  significativo  en  la  sobrevida  de  los  ratones  (Figura  35‐A  y  B 

derecha). También se evaluó el efecto de 3 dosis de Ad‐kBF512HRE y observamos que 

3/4 ratones eliminaron el tumor y solo en 1/4 el tumor creció a una velocidad similar al 

tratamiento  control  (datos  no  mostrados).  Estos  datos  indican  que  5  dosis  de  Ad‐

kBF512HRE aseguran  la eliminación de todos  los tumores SB2/WI‐38, mientras que 3 

dosis eliminan al 75%  de los tumores.  
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Figura 35. Efecto  de  Ad-F512  y Ad-kBF512HRE sobre  tum ores  de  m e lanom a 

con ten iendo  cé lu las  es trom ales . A y B)  Curvas de crecimiento de animales con tumores 

SB2/ WI-38 tratados con 5 dosis de vehículo (PBS), Ad-F512 o Ad-kBF512HRE. En el panel 

derecho se muestra la curva de sobrevida Kaplan-Meier.  

A  partir  de  estos  resultados  y  los  datos  obtenidos  con  un  modelo  de  melanoma 

resistente  al  tratamiento  con  Ad‐F512  (A375N)  (Figura  23‐A),  se  decidió  encarar 

estudios  sobre este modelo con 3 y 5 dosis del virus Ad‐kBF512HRE para evaluar  su 

efecto  sobre  el  crecimiento  tumoral.  En  ambas  condiciones  Ad‐kBF512HRE  resultó 

inefectivo en la disminución del crecimiento tumoral (Figura 36‐A y B).  
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Figura 36 . Efecto  de  la dos is  de  Ad-kBF512HRE sobre tum ores  de  

m e lanom aA375N. Curva de crecimiento de animales con tumores A375N  tratados con 3 (A)  

o 5 (B)  dosis de vehículo (PBS), Ad-F512 o Ad-kBF512HRE. En el panel derecho se muestra la 

curva de sobrevida Kaplan-Meier.  

 

A partir de estos resultados y los obtenidos en forma previa en nuestro laboratorio en 

los que habíamos observado que el medio condicionado de fibroblastos disminuye  la 

sobrevida de células A375N  infectadas con el Ad‐F512  [301], decidimos evaluar si  los 

tumores mixtos A375N/WI‐38 podrían ser eliminados por Ad‐kBF512HRE. Ratones con 

tumores A375N y A375N/WI‐38 fueron tratados con Ad‐kBF512HRE (Figura 37). En el 

caso  de  los  tumores  A375N/WI‐38  observamos  que  en  1/5  ratones  desaparece  el 

tumor  y  en  1/5  disminuye  la  velocidad  de  crecimiento  hasta  un  tamaño  estable, 
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mientras que en 3/5 crecen igual que el tratamiento control o aún más rápido (Figura 

37‐B). Aunque  bajo  tratamiento  con Ad‐kBF512HRE  se  observa  una  reducción  en  la 

velocidad de crecimiento tumoral de los tumores A375N/WI38 con respecto a tumores 

A375N, este efecto no se ve traducido en un aumento significativo de la sobrevida de 

los ratones tratados (Figura 37‐B panel derecho) 
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Figura 37. Efecto  de  Ad-kBF512HRE sobre  tum ores  de  A375N y tum ores  m ixtos  

A375N/ WI-38 . A)  Curva de crecimiento de animales con tumores A375N  tratados con 5 dosis 

de vehículo (PBS) o Ad-kBF512HRE. En el panel derecho se muestra la curva de sobrevida 

Kaplan-Meier. B)  Curva de crecimiento de animales con tumores A375N/ WI-38 tratados con 5 

dosis de vehículo (PBS) o Ad-kBF512HRE. En el panel derecho se muestra la curva de sobrevida 

Kaplan-Meier.  

 

La  resistencia  casi  total  de  células  A375N  al  tratamiento  con  el  CRAd  podría  ser 

explicado por  la baja  infectividad de  las  células A375N  (Figura 19‐A) y por ende,  los 

bajos niveles de  replicación adenoviral  (Figura 32‐B) con el adenovirus de serotipo 5 

utilizado para estos ensayos. Es por ello que se decidió encarar el cambio de fibra de 5 
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a  5/3  debido  a  su  mayor  infectividad  sobre  las  células  de  melanoma  (ver  más 

adelante).  

3.4 REDIRECCIONAMIENTO DE LOS ADENOVIRUS DE REPLICACIÓN CONDICIONAL  

La tasa de replicación de un CRAd depende inicialmente de la posibilidad de infectar la 

célula blanco. Si un CRAd tiene bajos niveles de infectividad, su capacidad lítica se verá 

reducida  y  como  consecuencia,  su  tasa  de  replicación.  Una  de  las  estrategias 

disponibles  para  superar  estas  dificultadas  consiste  en  el  cambio  de  la  proteína 

involucrada en el pegado a  la superficie celular. El adenovirus humano de serotipo 5 

utiliza  su  proteína  fibra  para  unirse  al  receptor  celular  denominado  Receptor  de 

Adenovirus y Coxsackie (CAR).  

Información  previa  había  demostrado  que  las  células  de  melanoma  poseen  baja 

expresión de CAR [276]. En base a esto, decidimos proceder al intercambio de la fibra 5 

por  la  de  otros  serotipos  de modo  tal  de  que  ahora  los  CRAds  pudieran  infectar  a 

través  de  otro  receptor  con  mayor  expresión  en  la  superficie  celular.  Decidimos 

encarar  el  análisis  de  los  niveles  de  expresión  de  los  receptores  involucrados  en  la 

entrada tanto de los adenovirus de serotipo 5 (CAR), como en la de los adenovirus del 

sub‐grupo B, entre ellos el  serotipo 3, 7, 11  y 35  (CD46). Pudimos observar que  los 

niveles  de  expresión  del  receptor  CAR  son  mayores  en  células  de  melanoma  SB2, 

mientras que A375N expresan niveles intermedios, y células IIB‐Mel‐Les posee niveles 

de expresión muy bajos o nulos  (Figura 38). Estos datos correlacionan con  la tasa de 

infectividad  con  el  Ad‐β‐Gal  (Figura  19)  y  con  la  mayor  tasa  de  replicación  del 

adenovirus de serotipo 5 en la línea SB2 (Figura 32‐C).  

Con respecto a CD46, se observó expresión en las 3 líneas de melanoma testeadas. Los 

niveles de expresión de CD46 en  células A375N e  IIB‐Mel‐Les  son mayores  a  los de 

CAR, indicando que el uso de un CRAd conteniendo la fibra quimera 5/3 podría causar 

un mayor efecto citopático sobre estas células.  
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Figura 38 . N ive les  de  expres ión  de  los  recepto res  CAR y CD4 6  en  las  líneas  

ce lu lares  de  m e lanom a. Los receptores CAR y CD46 fueron evaluados en las líneas celulares 

de melanoma Mel-Les, A375N y SB2 mediante citometría de flujo. En línea punteada se muestra 

la distribución de frecuencia de los niveles de fluorescencia de células marcadas con anticuerpo 

control y en línea entera las células marcadas con anticuerpo CAR (izquierda) o CD46 (derecha).  

A  partir  de  estos  resultados  decidimos  construir  el  CRAd  Ad‐5/3‐kBF512HRE 

conteniendo la fibra quimera 5/3 para lograr mayores niveles de infectividad en células 

resistentes.  

3.4.1 Ensayos in vitro  

Se  evaluó  el  efecto  lítico  in  vitro  de  Ad‐5/3‐kBF512HRE  sobre  líneas  celulares  de 

melanoma  que  poseen  bajos  niveles  de  infección  con  el  adenovirus  serotipo  5  y 

observamos una mayor  lisis de  las células mediada por el efecto del cambio de  fibra 

(Figura 39). En células IIB‐Mel‐Les, Ad‐kBF512HRE, de serotipo 5, no tuvo efecto  lítico 

aún a MOI de 1000 mientras que a la misma MOI Ad‐5/3‐kBF512HRE elimina alrededor 

de  90%   de  las  células  (Figura  39‐A).  En  células  A375N  se  observa  un  aumento  del 

efecto lítico ya a una MOI de 10, mediada por el cambio de fibra (Figura 39‐B).  
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Figura 39 . Efecto  de  Ad-kBF512HRE y Ad-5/ 3 -kBF512HRE sobre  la sobrevida 

ce lu lar. Las líneas celulares de melanoma A)  Mel-Les y B)  A375N fueron infectadas con dosis 

crecientes de los virus con fibra serotipo 5 (Ad-kBF512HRE y Ad-wt) o fibra quimera 5/ 3 (Ad-

5/ 3-kBF512HRE y Ad5/ 3-wt) y se evalúo la sobrevida celular a los 6 días mediante ensayos de 

MTS.  

Estos datos sugieren que la utilización de Ad‐5/3‐kBF512HRE en ensayos in vivo podría 

favorecer un efecto anti‐tumoral sobre los tumores de melanoma resistentes al efecto 

lítico inducido por el cambio de fibra.  

3.4.2 Ensayos in vivo  

A partir de  la observación de un aumento del efecto  lítico mediado por el cambio de 

fibra  decidimos  evaluar  si  este  efecto  se  traducía  en  una  disminución  del  tamaño 

tumoral mediada por el  tratamiento  con este nuevo CRAd.  Se  realizaron ensayos  in 

vivo sobre modelos de tumores xenogenéicos en ratones desnudos de A375N y Mel‐

Les. El CRAd con fibra 5, Ad‐kBF512HRE, no demostró efecto sobre tumores Mel‐Les ni 

sobre el crecimiento tumoral (Figura 40‐A) ni la sobrevida de los ratones (Figura 40‐C). 

Por  el  contrario,  el  CRAd  con  fibra  quimera  5/3,  Ad‐5/3‐kBF512HRE  indujo  la 

desaparición de 2/4 tumores, y  la disminución en el ritmo de crecimiento de 1 tumor 

adicional  (Figura  40‐B).  Al  mismo  tiempo,  el  tratamiento  con  Ad‐5/3‐kBF512HRE 

demostró un aumento significativo en la sobrevida de los ratones (Figura 40‐C).  
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Figura 4 0 . Efecto  de  Ad-kBF512HRE y Ad-5/ 3 -kBF512HRE sobre  tumores  de  

m e lanom a Me l-Les . Curvas de crecimiento de animales con tumores Mel-Les tratados con 5 

dosis de vehículo (PBS) (A y B) , Ad-kBF512HRE (A)  o Ad-5/ 3-kBF512HRE(B) . C)  Curva de 

sobrevida Kaplan-Meier de los ratones tratados con PBS, Ad- kBF512HRE o Ad-5/ 3-

kBF512HRE. 

A  partir  de  estos  resultados,  se  utilizó  el  mismo  diseño  experimental  para  tratar 

ratones portadores de tumores A375N resistentes al tratamiento con Ad‐F512 (Figura 

23‐A) y Ad‐kBF512HRE  (Figura 36‐A y B,  respectivamente). Para nuestra sorpresa y a 

diferencia  de  los  observado  con MEL‐Les,  el  tratamiento  con Ad‐5/3‐kBF512HRE  no 

modificó el crecimiento tumoral (Figura 41‐B) ni aumentó  la sobrevida de  los ratones 

(Figura 41‐C).  
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Figura 4 1. Efecto  de  Ad-kBF512HRE y Ad-5/ 3 -kBF512HRE sobre  tumores  de  

m e lanom a A375N. Curvas de crecimiento de animales con tumores A375N tratados con 5 

dosis de vehículo (PBS) (A y B) , Ad-kBF512HRE (A)  o Ad-5/ 3-kBF512HRE (B) . C)  Curva de 

sobrevida Kaplan-Meier de los ratones tratados con PBS, Ad- kBF512HRE o Ad-5/ 3-

kBF512HRE.  

3.5  ENSAYO  DEL  EFECTO  DE  LOS  ADENOVIRUS  DE  REPLICACIÓN  CONDICIONAL  SOBRE  TEJIDOS 

NORMALES.  

La siguiente etapa consistió en evaluar el efecto de estos virus sobre células normales. 

Debido a que en  los  tejidos murinos  los adenovirus humanos  se  replican a una muy 

baja tasa [300], se propuso al hámster sirio como modelo debido a que los adenovirus 

humanos pueden replicarse en sus  tejidos  [309]. Por  lo  tanto realizamos estudios de 

replicación viral extrayendo los órganos de estos animales para realizar ensayos in vitro 

(Figura 42‐A) evaluando la actividad de los promotores (Figura 42‐B) y la replicación de 

los CRAds  (Figura 42‐C, D y E). Cuando evaluamos  la actividad  transcripcional de  los 

adenovirus reporteros sobre  los tejidos del hámster, observamos que Ad‐kBF512HRE‐

Luc  tiene  30  y  58  veces  más  actividad  que  Ad‐F512‐Luc  en  pulmón  y  bazo, 

respectivamente  (Figura  42‐B).  Es  interesante  que  este  aumento  en  la  actividad 

transcripcional  del  promotor  kBF512HRE  no  se  traduce  en  un  aumento  de  la 



Resultados    Capítulo 3 
 

96 

replicación viral en bazo, pulmón o hígado (Figura 42‐C, D y E, respectivamente). Por el 

contrario, es de destacar que en todos los órganos analizados se observa entre 2 y 18 

veces más  replicación del Ad‐wt que con cualquiera de  los CRAds analizados y en el 

tejido pulmonar los CRAds, a excepción de Ad‐F512, tienen menor cantidad de copias 

que a las 5 horas, indicando que no hubo replicación.  

 

Figura 4 2 . Ensayo  in  v it r o  actividad transcripcional y replicación  sobre  te jidos  

no rm ales . A)  Esquema representativo del protocolo realizado sobre los tejidos de hámster 

analizados. B) Ensayos de actividad de luciferasa sobre los cortes de bazo y pulmón infectados 

con los adenovirus reporteros Ad-F512-Luc, Ad-kBF512HRE-Luc y Ad-Sv40-Luc. C)  

Cuantificación de copias de genoma adenoviral de los cortes de tejido infectados con el CRAd 

indicado mediante PCR en tiempo real en bazo, pulmón e hígado. Las columnas representan la 

media de 3 ensayos independientes y las barras el DE. * <0,05 **<0,01, ***<0,001 representan 

las diferencias significativas con respecto a Ad-F512.  

Estos datos  indican que el uso de estos CRAd no tendría una tasa de replicación muy 

elevada sobre tejidos normales y que el agregado de elementos de respuesta a hipoxia 

y NFκB no aumenta la tasa de replicación del CRAd en este tejido normal (Figura 42‐C, 

comparar Ad‐F512 con Ad‐kBF512HRE y Ad‐5/3‐kBF512HRE.  

 



Discusión 

97 

DISCUSIÓN 

El cáncer es la segunda causa de muerte en Argentina y en Estados Unidos de América 

[1, 28], en este último país es  la enfermedad que causa  la mayor pérdida de años de 

vida en sus habitantes   [310]. El melanoma es  la enfermedad cuya  incidencia más ha 

aumentado  más  en  el  período  1976‐2006,  con  una  tasa  mayor  al  2%   anual  [311]. 

Considerando  el  tratamiento  del  melanoma,  la  cirugía  tiene  buenos  resultados  en 

estadios  tempranos,  la  radioterapia  solo produce efectos paliativos  y  al  igual que  la 

quimioterapia, no aumenta la sobrevida de los pacientes es estadios avanzados [312]. 

En  los últimos  años existieron progresos en el  tratamiento mediante  inmunoterapia 

con  Interferón‐α    e  IL‐2  pero  en  los  estadios  avanzados  de  la  enfermedad  los 

tratamientos  resultan  mayormente  paliativos  (revisado  en  [313]).  En  el  caso  del 

melanoma metastásico, donde la sobrevida no supera los 7‐9 meses, los tratamientos 

con IL‐2 producen una respuesta completa solo en el 6%  de los pacientes con una alta 

toxicidad  asociada  al  tratamiento  [314].  Un  reporte  más  reciente  describió  una 

respuesta clínica completa en el 70%  de las metástasis inyectadas intra‐tumoralmente 

con IL‐2 en 48 pacientes Weide, 2010 #924}. Si bien algunos tratamientos resultan muy 

prometedores  la recomendación clínica para  los pacientes de melanoma metastásico 

continua  siendo  la  entrada  en  ensayos  clínicos  debido  a  la  baja  efectividad  de  los 

tratamientos disponibles [313].  

La terapia génica apareció como una de los posibles tratamientos que podrían ayudar 

en  la  cura  del  cáncer  (revisado  en  [315]).  En  una  primera  etapa,  las  estrategias  de 

tratamiento  implicaban el uso de  los virus como vectores de genes terapéuticos o de 

replicación  condicional específicamente en  la  célula  tumoral  (revisado en  [316]).  Sin 

embargo, en los últimos años se volvió a tener en cuenta el efecto del estroma sobre el 

crecimiento  tumoral y es por ello que debía ser considerado al momento de diseñar 

una estrategia de tratamiento (revisado en [317]). En esta tesis se utilizó una estrategia 

que tiene en cuenta al estroma como un  factor  importante en el mantenimiento del 

tejido tumoral y se buscó dirigir  la replicación adenoviral mediante un promotor que 

tenga actividad tanto en  la célula tumoral como  las células componentes del estroma 

tumoral. 

Para lograr este objetivo, en una primera etapa se clonaron y caracterizaron diferentes 

deleciones del promotor de SPARC humano y bovino.  
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Figura 4 3 . Pasos  necesarios  para e l desarro llo  de  un  CRAd con  actividad an ti-

tum oral en  d ife ren tes  m ode los  de  m e lanom a con ten iendo  es trom a. 

A  fin  de  evaluar  la  especificidad  de  estas  construcciones,  se  realizaron  ensayos  de 

actividad  transcripcional  utilizando  líneas  celulares  tumorales  que  expresan  SPARC 

(A375N) y líneas celulares tumorales que no lo expresan (T‐47D y HeLa). Se seleccionó 

a  partir  de  estos  ensayos  un  promotor  de  SPARC  (F512)  con  mayor  actividad 

transcripcional en las células tumorales que expresan SPARC y mucha menor actividad 

en las líneas que no expresan SPARC.  

Al inicio de este trabajo existían descripciones de regulación transcripcional de SPARC 

mediante resultados indirectos en los que observaban una disminución o aumento de 

SPARC  mediado  por  el  agregado  de  factores  de  crecimiento  pero  no  se  describía 

ningún  factor  transcripcional  en  el  proceso  [137,  183,  185,  186,  188‐191,  318].  La 

información del promotor humano de SPARC procedía de dos trabajos realizados sobre 

células de carcinoma de pulmón [158] y células de cáncer de mama [167]. El resto de la 

bibliografía  existente  involucraba  estudios  con  el  promotor  murino  y  de  gallina  de 

SPARC [160, 162, 164, 166, 184, 319]. Aunque en esta tesis no se abordó la regulación 

por  factores  transcripcionales  nuestra  contribución  al  campo  es  la  descripción  del 

promotor mínimo de SPARC y de diferentes secuencias que están  involucradas en el 

inicio de la transcripción del promotor humano de SPARC.  
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El análisis de la estructura del promotor de SPARC nos permitió identificar la secuencia 

mínima (‐88/+28) que puede inducir actividad transcripcional. Este elemento contiene 

probables sitios de unión para los factores transcripcionales SP1, Runx2, Ets2 y TBP. El 

sitio SP1 ya ha sido descrito como involucrado en la regulación de la transcripción del 

promotor  de  SPARC  [167]  y  durante  el  desarrollo  de  esta  tesis  se  describió  a  los 

factores RunX2 y al  factor Ets2  como  reguladores negativos de  los niveles de ARNm 

SPARC  en  cáncer  pancreático  y  en macrófagos  asociados  a  tumor,  respectivamente 

[320, 321]. A partir del análisis mediante mutaciones y deleciones pudimos identificar 

secuencias involucradas en el inicio de la transcripción que no han sido descritas hasta 

la fecha, como una caja TATA no consensuada, 1 INR y una región DPE. Cabe destacar 

que la secuencia de estos elementos cuando fue mutada tanto a una secuencia nula o 

consensuada disminuían la actividad del promotor, indicando que las bases diferentes 

a  la  secuencias  consenso  descritas  a  la  fecha  (revisado  en  [296])  no  favorecen  la 

actividad  del  promotor  sino  que  la  disminuyen,  indicando  que  la  actividad  del 

promotor depende de los elementos de forma secuencia específica.  

En un trabajo donde se realizó un análisis sobre  la presencia de motivos  involucrados 

en el  inicio de  la transcripción sobre  las base de datos de promotores eucariotas con 

sitios  de  inicio  de  la  transcripción  probados  experimentalmente,  10,4%   de  los 

promotores  poseen  secuencia  TATA  y  24,7%   poseen  el  elemento  DPE.  El  dato 

interesante  de  este  reporte  es  que  2,43%   de  los  promotores  contienen  ambos 

elementos, TATA‐box y DPE [322]. Indicando que la estructura del promotor de SPARC, 

conteniendo una secuencia TATA‐like y DPE no sería tan inusual en la estructura de los 

promotores.  A  la  fecha  no  se  ha  descrito  ningún  promotor  humano  conteniendo 

ambos elementos pero si en D. melanogaster donde el promotor del gen ftz contiene 

ambos elementos, al igual que en el promotor de SPARC, solapados [323].  

Nuestros resultados indican que SPARC posee un sistema complejo de regulación de la 

transcripción debido a que posee una estructura de promotor similar a una caja TATA 

que posee el motivo TATA‐like y otro promotor del  tipo DPE  solapados en  la misma 

secuencia del promotor humano de SPARC.  

Al  analizar  el  promotor  bovino  de  SPARC  pudimos  observar  que  la  regulación 

transcripcional  es  similar  a  la  del  humano,  aunque  la  región  comprendida  entre  las 

bases  ‐120/+74 del promotor bovino posee mayor nivel de regulación de  la actividad 
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transcripcional que el promotor humano. Sin embargo, no se seleccionó este promotor 

debido  a  que  la  actividad  transcripcional  en  las  líneas  que  no  expresan  SPARC  era 

mayor que en el promotor F512.  

Cabe destacar que la especificidad en la expresión de una proteína puede ser regulada 

a  diferentes  niveles:  transcripción  (factores  de  transcripción),  estabilidad  del  ARNm 

(miRNA), traducción (miRNA) y estabilidad de la proteína. En este trabajo se evaluó la 

especificidad  con  relación  al  primero  de  estos  procesos  ya  que,  como  se mencionó 

previamente,  se  buscó  caracterizar  un  promotor  que  dirija  la  expresión  de  un  gen 

específicamente  en  el  entorno  tumoral..  En  nuestro  sistema  también  puede  ocurrir 

regulación  a  nivel  de  la  estabilidad  del  ARNm,  ya  que  nuestra  construcción  del 

promotor humano de SPARC  involucra hasta  las primeras 71 y 74 pares de bases del 

transcripto primario humano y bovino, respectivamente.  

Otra posibilidad de regulación de  la expresión de una proteína puede ser a través del 

bloqueo de  la expresión de ARNm mediante la metilación de las regiones promotoras 

de un gen  (revisado en  [324]). En diferentes trabajos se ha descrito  la metilación del 

promotor de  SPARC en  cáncer de páncreas  [180, 325], pulmón  [326],  carcinoma de 

cuello  uterino  (incluyendo  la  línea  celular  HeLa  utilizada  en  este  trabajo)  [327],  de 

colon [328] y de ovario [329]. De forma interesante, en neuroblastoma, que posee un 

origen embriológico similar a los melanocitos, la metilación del promotor de SPARC no 

se encuentra  involucrado en  la disminución de  la  transcripción  [330]. En el  caso del 

melanoma no existe ningún estudio sobre  la metilación del promotor de SPARC, pero 

podemos hipotetizar que no se encuentra metilado ya que  las células expresan altos 

niveles de SPARC. En el trabajo realizado en nuestro laboratorio en la línea de páncreas 

MiaPaCa‐2, que no expresa ARNm de SPARC, se observó lisis mediada por el Ad‐F512. 

Este  efecto  probablemente  se  deba  a  que  el  promotor  endógeno  de  SPARC  se 

encuentra  metilado.  Ya  ha  sido  descrito  que  SPARC  endógeno  provoca  una 

disminución en el crecimiento y migración de células de cáncer pancreático [331]. De 

esta  manera  podemos  hipotetizar  que  la  línea  celular  expresa  los  factores 

transcripcionales  que  inducen  la  transcripción  de  SPARC  pero  no  se  induce  la 

transcripción debido a  la metilación de  su promotor y, de esta  forma, permitirían  la 

replicación del adenovirus bajo estas condiciones.  
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Otro de  las posibles  regulaciones post‐transcripcionales de un ARNm es mediante el 

bloqueo  de  la  traducción  de  un  ARNm  o  su  degradación  mediada  por  micro  ARNs 

(miARN)  (revisado  en  [332]).  En  recientes  trabajos  se  describió  la  participación  del 

miARN miR‐29c en la regulación de la estabilidad del ARNm de SPARC en cáncer naso‐

faringeo  [333].  La  disminución  de  miR‐29a,  miR‐29b  y  miR‐29c  ha  sido  descrito  en 

neuroblastoma,  sarcomas  y  tumores  cerebrales  [334].  También  se  observó  en 

pacientes de melanoma una reducción en la expresión de miR‐29c con el progreso de 

la enfermedad [335]. En el tejido óseo existen altos niveles de expresión de SPARC y se 

correlacionó a un aumento de miR‐29a y miR29c con una disminución de  la proteína 

SPARC pero no del ARNm. Este efecto era mediado por los sitios de miR‐29a y miR29c 

presentes en el 3’UTR del ARNm de SPARC e  indican un bloqueo de  la traducción del 

ARNm  [336].También  se  observó  expresión  de  este  miARN  en  diferentes  tejidos 

normales de ratón [337], lo que indicaría que este elemento estaría involucrado en la 

ausencia  de  expresión  de  SPARC  en  tejidos  normales.  Apoyando  esta  probable 

regulación,  se  observó  aumento  en  la  expresión  de  SPARC  [338]  en  un  modelo  de 

infarto de miocardio, y en otro trabajo se reportó una disminución de la expresión de 

miR‐29c  bajo  este modelo  [337].  Estos  datos  indicarían  que  tanto  la metilación  del 

promotor de SPARC como  la regulación por miRNA  juegan un papel  importante en  la 

regulación de la expresión de la proteína SPARC y podrían explicar los niveles mínimos 

de actividad  transcripcional que observamos en nuestro promotor en células que no 

expresan  SPARC,  debido  a  que  no  existe  metilación  en  los  promotores  ni  nuestras 

construcciones contienen  la  región 3’UTR del ARNm de SPARC conteniendo  los sitios 

de miR‐29.  

A partir de  la selección del promotor F512 se construyó un CRAd, Ad‐F512, que tiene 

efecto lítico en células de melanoma que expresan SPARC. Si bien se observó actividad 

transcripcional en  las  líneas  tumorales que no expresan  SPARC,  como en  T‐47D,  los 

niveles de actividad no alcanzan para lograr efecto lítico o replicación del Ad‐F512.  

En  las  células  normales  como  melanocitos  y  los  fibroblastos  adultos  no  se  observa 

efecto  lítico de Ad‐F512 aunque el Ad5‐wt muestra efecto  lítico. Mientras que en  los 

fibroblastos  embrionarios  WI‐38  y  en  las  células  micro‐endoteliales  transformadas 

HMEC‐1, que tienen un fenotipo similar a las células estromales del tumor, se observa 

un efecto del Ad‐F512.  
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En  los ensayos  in vivo este CRAd  logra eliminar  los  tumores de melanoma SB2 en el 

50%  de los ratones, mientras que los tumores compuestos por células A375N y Mel‐J‐N 

no se observa efecto del tratamiento. Estos resultados pueden explicarse debido a  la 

baja infectividad de estas células y a la baja tasa de replicación del virus Ad‐F512.  

A diferencia de la eliminación y el retraso del crecimiento tumoral observado sobre los 

tumores SB2, en los tumores SB2/WI‐38 y SB2/HMEC solo se observa un aumento en la 

sobrevida de  los animales, sin eliminar ninguno de  los  tumores. Pudimos comprobar 

que  esta  falta  de  efecto  podría  deberse  a  una  disminución  de  la  actividad 

transcripcional, debido a que el cultivo de las células SB2 con medio condicionado por 

las  células  WI‐38  causa  una  disminución  al  85%   de  la  actividad  con  respecto  a  la 

actividad bajo el cultivo sobre su medio condicionado [301].  

Es  importante  resaltar  que  la  mayoría  de  los  trabajos  realizado  con  CRAds  solo 

muestran una reducción del  tamaño  tumoral a  través del  tiempo y no  la eliminación 

del tumor como vemos con Ad‐F512 sobre el tumor SB2 [339‐344]. En los casos donde 

se menciona eliminación del tumor, el CRAd ha sido cubierto con PEG [345] o expresa 

algún gen inmuno‐activador [346, 347].  

A  partir  de  la  observación  de  que  el  entorno  conteniendo  fibroblastos  o  endotelio 

estaba  causando  un  efecto  negativo  sobre  la  replicación  del  adenovirus  en  nuestro 

modelo de melanoma [301], decidimos aumentar la actividad transcripcional de estos 

promotores mediante el agregado de elementos de  respuesta a NFκB y HRE. Si bien 

existen muchos trabajos combinando elementos de respuesta a diferentes condiciones 

que  caracterizan  al  tejido  blanco  [196,  204,  208,  348‐351],  nunca  se  clonaron  los 

elementos dentro de  la  secuencia de un promotor. En este  trabajo  se  seleccionaron 

elementos de respuesta a hipoxia, al factor transcripcional NFκB y a ROS debido a que 

existían  reportes  indicando que el melanoma era en donde existía alta actividad del 

factor NFkB  (REF) y presencia de ROS  [268]. Pudimos observar que el clonado de  los 

elementos HRE  dentro  del  promotor  de  SPARC  no  generan  ninguna  variación  en  la 

actividad transcripcional de este promotor bajo condiciones de normoxia y aumentan 

6‐7 veces su actividad bajo condiciones de hipoxia. En un trabajo anterior se clonaron 2 

elementos HRE  y  2  elementos  kB  aguas  arriba  del  promotor  KDR  para  aumentar  la 

actividad en células endoteliales, en este trabajo observan 2,6 veces mayor actividad 

bajo condiciones de hipoxia mas TNF‐α a  las 16 horas  [208]. En nuestro caso, en  los 
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ensayos a 72 horas observamos un aumento de alrededor de 20 veces en la actividad 

transcripcional del promotor kBF512HRE en el contexto adenoviral.  

La adición de los elementos HRE y kB sobre el promotor kBF512HRE favorece el efecto 

lítico de Ad‐kBF512HRE bajo condiciones de TNF‐α, hipoxia y TNF‐α más hipoxia en las 

células SB2 donde se observa  la mayor replicación del virus. De  la misma forma, este 

aumento del efecto  lítico se correlaciona con un aumento de  la replicación viral. Este 

aumento de  la  actividad  lítica provocó  además  la eliminación de 4/4  y 3/3  tumores 

SB2/WI‐38 en ensayos in vivo.  

Aunque se observó un aumento de la actividad transcripcional del promotor quimera, 

este aumento no siempre se correlaciona con una mayor replicación adenoviral, como 

en el caso de A375N en  la que se observa un aumento de  la actividad transcripcional 

de 40‐ y 12‐ veces con TNFα e hipoxia, mientras que  la replicación viral bajo TNFa se 

mantiene y en hipoxia hay un aumento de la replicación pero no tan marcado. Esto se 

puede deber a que el TNFa induce un arresto en el ciclo celular en clones de las células 

A375  [352],  de  esta  manera,  impidiendo  su  ingreso  a  la  fase  S  del  ciclo  celular  e 

impidiendo la replicación del virus  

Aunque  el  aumento  de  la  actividad  transcripcional  derivó  en  la  eliminación  de  los 

tumores SB2/WI‐38 tratados con Ad‐kBF512HRE, no se observó el mismo efecto sobre 

los tumores A375N o Mel J.  

En la mayoría de los experimentos in vivo hasta aquí citados y en los subsiguientes se 

observa en alguno de los ratones tratados un crecimiento del tumor aun mayor que en 

el tratamiento control. A partir del análisis de  los datos de  los experimentos pudimos 

observar que, generalmente, los ratones con este crecimiento acelerado se relacionan 

con  los  tumores  que  tuvieron  distribución  del  virus  en  el  tejido  extra‐tumoral  o 

perdieron  líquido  al momento  de  la  inyección.  Esta  pérdida  de  líquido  significa  una 

menor  cantidad  de  partículas  virales  dentro  del  tejido  tumoral.  Existen modelos  de 

crecimiento tumoral infectados con virus que indican que si la tasa de eliminación del 

virus  es  elevada,  el  crecimiento  del  tumor  puede  ser  aún  más  rápido  que  bajo 

condiciones  normales  [353].  Estos  modelos  podrían  ayudar  a  explicar  los  datos 

observados en algunos  tumores en  los que  se observa un mayor crecimiento que el 

tratamiento control e indicarían que uno de los riesgos de este tipo de terapia es una 

muy baja infección viral que puede llegar a inducir mayor crecimiento tumoral. 
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Estos datos de modelos matemáticos  y  los observados en nuestros experimentos  in 

vivo indican que la replicación viral depende mucho de la cantidad de partículas virales 

que  pueden  infectar  a  la  célula  blanco.  Por  lo  tanto,  además  de  la  regulación 

transcripcional, también es importante aumentar la transducción de las células, ya que 

la línea A375N se infecta diez veces menos que la línea celular SB2 con los adenovirus 

de serotipo 5. Se evaluaron  los niveles de expresión de  los receptores del adenovirus 

de serotipo 5 (CAR) y del sub‐grupo B, que incluye a los adenovirus del serotipo 3 y 35 

(CD46) y observamos que las células SB2 expresan altos niveles de CAR, mientras que 

la  línea  A375N  y  Mel‐Les  expresan  muy  bajos  niveles  del  mismo.  Estos  datos  se 

encuentran en relación a la respuesta observada en los modelos in vitro e in vivo. Los 

adenovirus de serotipo 5 son los más utilizados y los diferentes trabajos indican que las 

líneas  tumorales  de  melanoma  aisladas  de  metástasis  y  los  metástasis  tumorales 

extraídas de pacientes tienen generalmente niveles bajos de expresión de CAR [283]. 

Además de ello el  receptor CAR disminuye  su expresión bajo condiciones de hipoxia 

[307, 354], mientras que el receptor CD46 mantiene sus niveles bajo estas condiciones 

adversas [355].  

Con respecto a CD46, receptor del adenovirus de serotipo 3, las líneas celulares A375N 

y Mel‐Les expresan niveles  intermedios de este receptor. A partir de estos resultados 

se decidió utilizar la fibra quimera 5/3 y se construyó el Ad‐5/3‐kBF512HRE que posee 

mayor efecto  lítico  in vitro. Cuando este virus se utilizó sobre  los tumores Mel‐Les el 

tratamiento elimina al 50%  de  los tumores y se produce un aumento de  la sobrevida 

de los ratones. Este virus modificado muestra un mejor efecto lítico que el adenovirus 

de serotipo 5 que no demuestra ningún efecto sobre el crecimiento de los tumores. A 

diferencia de lo ocurrido en los tumores Mel‐Les, Ad‐5/3‐kBF512HRE no refleja ningún 

efecto  sobre  el  crecimiento  de  los  tumores  A375N  ni  los  tumores  A375N/WI‐38.  A 

partir  de  los  análisis  histológicos  pudimos  observar  que  la  estructura  del  tumor 

formado  por  las  células  A375N  es  más  compacta  (evaluado  por  el  número  de 

células/área) y con mayor número de  fibras de colágeno. Estos datos  indican que  la 

capacidad  de  infección  viral,  la  tasa  de  replicación  viral  y  la  estructura  del  tejido 

tumoral  influencian  la  capacidad  de  producir  efecto  lítico  sobre  los  tumores  de 

melanoma, en el caso del modelo de A375N se debe aún modificar el virus o el modo 

de  tratamiento  para  lograr  un  efecto.  Existen  trabajos  indicando  que  el  uso  de 

proteínas  capaces  de  modificar  la  matriz  extracelular  ayudan  a  la  distribución  y 
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consiguiente replicación del virus [356‐358]. Otra de  las opciones es el uso de células 

como  vectores  para  el  transporte  de  los  CRAds  al  tejido  tumoral  [359,  360],  y 

recientemente  se  ha  publicado  que  este  método  disminuye  la  respuesta  inmune 

contra el adenovirus y aumenta la dispersión y persistencia del virus [361].  

Cabe  destacar  que  en  este  año  se  realizaron  dos  ensayos  clínicos  en  pacientes  con 

CRAds  conteniendo  la  fibra  quimera  5/3  y  en  ninguno  de  los  casos  se  observaron 

efectos adversos severos sobre los pacientes [362, 363]. Además, en uno de los casos 

se observó que 8/12 pacientes analizados tuvieron un beneficio clínico objetivo [362].  

Dado que el ratón no es un buen modelo para estudiar replicación viral y se dificulta la 

obtención  de  tejidos  humanos  normales  para  evaluar  el  efecto  de  los  CRAds, 

decidimos utilizar el hámster sirio, en donde se  replica el adenovirus humano, como 

modelo  [309].  El  objetivo  de  esta  etapa  era  evaluar  la  bioseguridad  de  los  CRAds 

seleccionados en tejidos normales. En este ensayo observamos replicación del Ad5‐wt 

y en mucha menor medida de  los CRAd conteniendo el promotor F512 o kBF512HRE, 

indicando que estos promotores serían seguros para una  terapia en humanos. En un 

trabajo en el que estudian los niveles de replicación de un virus salvaje con deleción de 

la  región  E3  (VRX‐007)  posterior  a  una  inyección  intra‐tumoral  observan  muy  baja 

replicación  inicial  en  hígado  y  pulmón  con  una  caída  de  la  cantidad  de  partículas 

infectivas  a  los  7  días  [309].  Nuestros  virus  poseen  la  deleción  de  la  región  E3  y, 

además,  la expresión de E1A está regulada por un promotor heterogéneo,  indicando 

que la replicación no ocurriría en estos tejidos.  

Por  otra  parte  creemos  que  nuestro  virus  también  es  seguro  ya  que  en  un  estudio 

clínico  reciente  en  el  que  utilizaron  CRAds  observaron  que  la  administración  intra‐

tumoral  de  hasta  1x1012  pv  no  producía  un  aumento  sistémico  de  TNFa  [364], 

indicando que no existe un efecto  sistémico del  virus  y que el uso de nuestro  virus 

conteniendo  elementos  de  respuesta  a  NFκB  no  produciría  una  replicación 

inespecífica.  

En  conclusión, a  lo  largo de este  trabajo  fuimos  capaces de determinar  las  regiones 

más importantes del promotor de SPARC que lo llevan a ser un elemento muy potente 

para  la regulación transcripcional de un CRAd. También demostramos que es posible 

aumentar su actividad transcripcional a través del agregado de motivos respondedores 

a hipoxia e inflamación, dos situaciones muy comunes en los tumores sólidos. A partir 
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de este promotor quimera desarrollamos un nuevo CRAd con mayor actividad  lítica y 

campo de infección. Ad‐5/3‐kBF512HRE surge de esta tesis como un nuevo vector para 

ser usado en un tratamiento de terapia génica para el cáncer y está dirigido a todos los 

tumores sólidos en donde su promotor resulte activo.  
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MATERIALES Y MÉTODOS  

1. LÍNEAS CELULARES  

Todas las líneas fueron crecidas con suero fetal bovino (SFB) Natocor (Natocor, Carlos 

Paz, Argentina).  La  línea de melanoma humano  IIB‐Mel  J‐N  fue derivada de  la  línea 

celular  IIB‐Mel  J.  Esta  última  fue  establecida  a  partir  de  melanomas  metastásicos 

humanos  [365]  y  crecida en medio MEL  J  (Anexo 2)  con 10%  de  suero  fetal bovino 

(SFB) (Natocor, Carlos Paz, Argentina), 2,5 U/ml de penicilina (Sigma‐Aldrich Corp., St. 

Louis, MO) y 2,5 μg/ml de estreptomicina (Sigma‐Aldrich Corp., St. Louis, MO). La línea 

celular de melanoma  IIB‐Mel‐Les  [136]  fue crecida en medio MEL suplementado con 

10%  de SFB.  

Las  células  de  la  línea  de  melanoma  humano  A375N,  SB‐2  y  Mel888  fueron 

gentilmente  cedidas  por  la  Dra.  Estela  Medrano  (Baylor  College  of  Medicine's 

Huffington Center on Aging, Houston, TX, EE.UU.). La  línea A375N  fue derivada de  la 

línea  A375  (ATCC  #:  CRL‐1619)  y  fue  crecida  utilizando  medio  MEL  (Anexo  2) 

suplementado con 10%  de SFB (Natocor, Carlos Paz, Argentina). La líneas celulares de 

melanoma humano SB‐2 [366] y Mel888 fueron crecidas en medio MEL suplementado 

con 10%  de SFB. 

Las células HeLa (ATCC #: CCL‐2), carcinoma de cuello uterino humano,  fueron crecidas 

en medio DMEM alta glucosa (1 mg/ml Glucosa) suplementado con 10%  SFB.  

Las células de carcinoma de mama humano T‐47D (ATCC #: HTB‐133), MCF7 (ATCC #: 

HTB‐22)  y  MDA‐MB‐231  (ATCC  #:  HTB‐26),  fueron  mantenidas  en  DMEM/F12 

suplementado  con 5  μg/ml de  insulina bovina  (Sigma‐Aldrich Corp., St.  Louis, MO) y 

10%  SFB.  

La  línea de  carcinoma hepatocelular Hep3B  (ATCC #:HB‐8064)  fue  crecida en medio 

DMEM suplementado con 10%  SFB.  

Las  líneas de  cáncer de  colon humano, HCT 116  (ATCC #: CCL‐247), CaCO2  (ATCC #: 

HTB‐37), T84  (ATCC #: CCL‐284),  LoVo  (ATCC #: CCL‐229) y HT‐29  (ATCC #: HTB‐238) 

fueron crecidas en medio DMEM/F12 suplementado con 10%  SFB.  

Las  líneas de  cáncer pancreático BxPC‐3  (ATCC  #: CRL‐1687)  y MIA PaCa‐2  (ATCC #: 

CRL‐1420)  fueron mantenidas en medio DMEM alta glucosa suplementados con 10%  

SFB y, en el caso de las células MIA Paca‐2, 2,5%  Suero equino.  
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Las células embrionarias de riñon transformadas HEK293 fueron compradas a Microbix 

(Microbix,  Toronto, Canadá)  y  crecidas  en medio DMEM  alta  glucosa  suplementado 

con  10%   SFB.  Mientras  que  las  células  de  retinoblasto  embrional  911  fueron 

gentilmente  cedidas  por  el  Dr.  van  der  Eb  (Universidad  de  Leiden,  Países  Bajos)  y 

fueron crecidas en medio DMEM/F12 suplementado con 10%  SFB 

La  línea de melanocitos normales NHM  [367]  fueron gentilmente  cedidas por Estela 

Medrano y fueron mantenidas en medio DMEM/F12 suplementado con 10%  SFB.  

La línea fibroblastos normales de adulto CCD‐1140 (ATCC #: CRL‐2714) fueron crecidas 

en medio  Iscove suplementado con 10%  de SFB. La  línea de fibroblastos normales de 

adulto Malme‐3 (ATCC #: HTB‐102) fue crecida en medio McCoy 5ª suplementado con 

15%  de SFB).  

La  línea de epitelio normal de colon humano CCD841  (ATCC #: CCL‐1790)  fue crecida 

en medio DMEM suplementado con 10%  SFB.  

La  línea de epitelio de mama de  inmortalización espontanea MCF‐12A  (ATCC #: CRL‐

10782) fue crecida en medio DMEM/F12 suplementado con 20 ng/ml EGF, 100 ng/ml 

de toxina colérica, 10 μg/ml  insulina, 500 ng/ml hidro‐cortisona  (todos  los productos 

de Sigma‐Aldrich Corp., St. Louis, MO, EE.UU.), 9,5%  suero equino y 0,5%  SFB.  

La línea de queratinocitos transformados por calor, HaCaT, fue gentilmente cedida por 

el  Dr.  Fernando  Larcher  (CIEMAT,  Madrid,  España)  y  crecida  en  medio  DMEM/F12 

suplementado con 10%  SFB.  

La línea de fibroblastos embrionales de pulmón HFL1 (ATCC #: CCL‐153) fue crecida en 

medio DMEM/F12 suplementado con 10%  SFB, mientras que  la  línea de  fibroblastos 

embrionales de pulmón WI‐38 (ATCC #: CCL‐75) fue mantenida en medio DMEM/F12 

suplementado con 100μM aminoácidos no esenciales y 10%  de SFB  (Natocor, Carlos 

Paz, Argentina).  

La  línea  celular  de  endotelio  micro‐vascular  humano  transformado  HMEC‐1  fue 

gentilmente  cedida  por  Francisco  J.  Candal  (Center  for  Disease  Control,  National 

Center for Infectious Diseases, Atlanta, GA, EE.UU.) y fue mantenida en medio DMEM 

alta glucosa suplementado con 10%  de SFB (Natocor, Carlos Paz, Argentina).  

2. PLÁSMIDOS 



Materiales y Métodos 

109 

Todos los promotores evaluados en este trabajo fueron clonados en el plásmido pCR4‐

TOPO  y  posteriormente  sub‐clonados  en  el  vector  pGL3‐Basic  (Promega  Corp., 

Madison, WI). 

2.1 Promotores humanos SPARC  

El plásmido pGEM‐hSPPr conteniendo el promotor de SPARC desde el sitio ‐1175 al +71 

del promotor de  SPARC  [295]  se utilizó  como  templado para obtener  las diferentes 

deleciones del promotor humano descritas en la Tabla 4. Brevemente, los amplicones 

obtenidos  fueron  sub‐clonados  en  el  vector  pCR4‐TOPO  y  subclonados mediante  la 

restricción con las enzimas MluI/BglII en el vector pGL3‐basic.  

Los promotores conteniendo mutaciones en su secuencia fueron realizados utilizando 

como  templado  el  plásmido  pGL3‐513/+35.  Brevemente,  los  amplicones  obtenidos 

fueron clonados en el vector pCR4‐TOPO (Invitrogen), chequeados por secuenciación, y 

sub‐clonados en el vector pGL3‐basic utilizando  las enzimas MluI/BglII. En el caso del 

promotor conteniendo la mutación de las regiones TATA‐like 1 y DPE (TATADPEnull) se 

utilizó como templado el plásmido pGL3‐TATAnull utilizando el cebador sentido F512 y 

el cebador anti‐sentido DPEnull, el fragmento conteniendo ambas mutaciones, TATA y 

DPEnull, fue clonado en el vector pCR4‐TOPO (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, EE.UU.), 

secuenciado y clonado en el vector pGL3‐basic (PROMEGA).  

2.2. Promotores bovinos SPARC 

El promotor de SPARC bovino ‐578/+74 fue obtenido a partir de PCR utilizando como 

templado  ADN  genómico  de  sangre  bovina  y  clonado  en  el  vector  pCR4‐TOPO 

(Invitrogen  Corp.,  Carlsbad,  CA,  EE.UU.),  obteniendo  el  plásmido  TOPO‐CowON‐

578/+74.  Este  plásmido  se  utilizó  como  templado  para  obtener  las  diferentes 

deleciones desde el extremo 5’ y 3’ (CowON ‐518/+35 y CowON ‐128/+35).  

2.3. Promotores quimera 

El plásmido pGL3‐6kB‐F512  fue obtenido mediante  la  restricción del plásmido pGL3‐

513/+35  con  la enzima MluI,  rellenado  con DNA polimerasa de E.  coli y  clonado del 

fragmento  romo  StuI  conteniendo  los  6  elementos  de  respuesta  al  factor 

transcripcional NFκB  obtenidos  del  plásmido  pGL‐k6  ([368].  El  plásmido  pGL3‐12kB‐

F512 fue clonado por la inserción de 2 fragmentos conteniendo 6 elementos NFκB en 

la posición sentido del sitio MluI rellenado del plásmido pGL3‐F512. El plásmido pGL3‐
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F512‐6kB  fue  clonado  por  la  inserción  de  los  6  elementos  NFkB  en  los  sitios  de 

restricción StuI del promotor de SPARC (‐315/‐263) del plásmido pGL3‐F512 

El  plásmido HIF10  fue  construido  por  la Dra. Mariana Berenstein  y  consiste  en  tres 

elementos de respuesta a hipoxia (HRE) de 47 pares de bases cada uno [222], dos en 

dirección sentido y uno anti‐sentido aguas arriba del promotor mínimo CMV (mCMV).  

De  este  plásmido  se  extrajeron  los  3  elementos  HRE  mediante  restricción  con  las 

enzimas  StuI  /  SmaI  y  fueron  clonados  en  el  sitio MluI  rellenado  o  el  sitio  StuI  del 

plásmido  pGL3‐F512  para  obtener  los  plásmido  pGL3‐3HREF512  o  pGL3‐F512‐3HRE, 

respectivamente.  

El promotor pGL3‐ROSre‐F512 fue obtenido mediante el clonado del elemento ROSre 

del  promotor  de  VEGF  humano  (correspondiente  a  las  bases  ‐88/‐55)  obtenido  del 

plásmido VE‐LUC, obtenido en nuestro  laboratorio  [302], mediante  la  restricción con 

las enzimas NotI / MluI y clonado en los sitios NotI / MluI del plásmido pGL3‐F512.  

El  plásmido  pG3‐kBF12HRE,  conteniendo  12  elementos  de  respuesta  a  NFκB  aguas 

arriba del promotor F512 y 3 elementos HRE  insertadas en  la secuencia del promotor 

fue construido mediante la restricción del plásmido pGL3‐12kB‐F512 con la enzima StuI 

y el posterior clonado del elemento StuI / SmaI conteniendo  los 3 elementos HRE del 

plásmido HIF10.  

 

3. OBTENCIÓN DE ADN GENÓMICO 

El ADN genómico utilizado como templado para la amplificación de los promotores de 

SPARC humano y bovino fue obtenido a partir de linfocitos humanos o bovinos a través 

del kit de purificación Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega Corp., Madison, 

WI) bajo las condiciones indicadas por el proveedor.  

Se extrajo sangre de un donante humano o bovino (3 ml) con una jeringa heparinizada 

para  evitar  la  coagulación.  Posteriormente,  se  agregaron  9  ml  de  Solución  de  Lisis 

Celular y mezcló. Se incubó a temperatura ambiente durante 10 minutos para el lisado 

de  los  glóbulos  rojos,  se  centrifugó  a  2000xG  por  10  minutos  y  se  descartó  el 

sobrenadante. El pellet  conteniendo  leucocitos  se  resuspendió en el  líquido  residual 

mediante  agitación  con  vortex,  se  agregaron  3 ml de  Solución de  Lisis Nuclear  y  se 

pipeteó  5‐6  veces  para  lisar  las  células.  Se  agregó  solución  conteniendo  la  proteína 

RNAsa  y  se  incubó  durante  15  minutos  a  37°C.  Luego  se  agregó  1  ml  de  Solución 
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Precipitante de Proteínas, se agitó vigorosamente y se centrifugó a 2000xG durante 10 

minutos a temperatura ambiente. Se recuperó el sobrenadante, se agregaron 3 ml de 

isopropanol y centrifugó a 2000xG por 1 minuto. Se descartó el sobrenadante y se lavó 

el pellet con etanol 70%  y  se centrifugó nuevamente durante 1 minuto. Se aspiró el 

etanol, se dejó secar el pellet a temperatura ambiente y luego se resuspendió en 250 

μl de Solución Rehidratante de ADN, incubándolo 1 hora a 65°C. 

El  ADN  genómico  utilizado  para  la  cuantificación  de  copias  de  genoma  adenoviral 

mediante  PCR  en  tiempo  real  (ver  Cuantificación  de  la  replicación  viral)  se  realizó 

utilizando  el  kit  IllustraTM  tissue  &  cells  genomicPrep  Mini  Spin  Kit  (GE  Healthcare, 

Buckinghamshire, Reino Unido) bajo las condiciones indicadas por el proveedor.  

 

4. REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) 

Las PCRs se realizaron en mesada estéril, exclusiva para esta técnica, y las condiciones 

utilizadas se muestran en  la Tabla 3. Se utilizaron  los termocicladores Minicycler  (MJ 

Research Inc.,Whaltam, MA) o PTC‐200 (MJ Research Inc.,Whaltam, MA ). La puesta a 

punto  de  la  técnica  se  realizó  mediante  la  variación  de  las  concentraciones  de 

magnesio  (1  a  3  μM),  la  concentración  de  cebadores  y  la  temperatura  de 

apareamiento. Los cebadores utilizados se muestran en la Tabla 4.  

 

Tabla I 

Producto 

 

SPARCp 

 

Spdel 

 

Spdelblunt 

 

Spdel1.1Kb 

Ciclos Temperatu

ra 

Tiempo Ciclos Temperatura Tiempo 

1 94°C 3 min. 1 94°C 3 min. 

94°C 1 min. 94°C 1 min. 

63°C 1,5 min. 63°C 1,5 min. 

 

8 

72°C 3 min. 

35 

72°C 2 min. 

94°C 1 min. 1 72°C 10 min. 

61°C 1,5 min.   

26 

72°C 3 min.   

C
on

di
ci

on
es

 

1 72°C 10 min.   

   

Tabla II 

Producto 
-120/X CowONp 

Ciclos Temperatura Tiempo Ciclos Temperatura Tiempo 

1 94°C 3 min. 1 94°C 3 min. 

 C

on
di

ci
on

e

6 94°C 1 min. 33 94°C 1 min. 
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58°C 1,5 min. 56°C 1,5 min. 

72°C 2 min. 72°C 2,5 min. 

94°C 1 min. 1 72°C 10 min. 

57°C 1,5 min.    

31 

72°C 2 min.    

1 72°C 10 min.    

Tabla 3. Condiciones en las que se realizaron las PCR para amplificar los productos arriba 

mencionados. 

Tabla III  Cebador Sentido Cebador Antisentido 

Producto 
PCR 

Nombre Secuencia Sitio Nombre Secuencia Sitio 
Tamaño 

Amplicón 

-1176/+71 SPP5’ MluI GCACGCGTAGCTGGGTGTTGTGG MluI R71 GCAGATCTCTCAGTGGCAGGCA BglII 1263 

-1176/+35 SPP5’ MluI GCACGCGTAGCTGGGTGTTGTGG MluI R35 CGAGATCTGCTCTCCGGGCAG BglII 1227 

-1176/+28 SPP5’ MluI GCACGCGTAGCTGGGTGTTGTGG MluI R28 CGAGATCTGGGCAGTCTGAAGGACC BglII 1220 

-513/+71 F513 CGACGCGTGCAGCTTGTCTTGTC MluI R71 GCAGATCTCTCAGTGGCAGGCA BglII 600 

-513/+35 F513 CGACGCGTGCAGCTTGTCTTGTC MluI R35 CGAGATCTGCTCTCCGGGCAG BglII 564 

-513/+28 F513 CGACGCGTGCAGCTTGTCTTGTC MluI R28 CGAGATCTGGGCAGTCTGAAGGACC BglII 557 

-513/+23 F513 CGACGCGTGCAGCTTGTCTTGTC MluI R INR GCAGATCTAGTCTGAAGGACCGCG BglII 553 

-120/+71 F120 GAACGCGTGGGAGAAGGAGGAG MluI R71 GCAGATCTCTCAGTGGCAGGCA BglII 207 

-120/+35 F120 GAACGCGTGGGAGAAGGAGGAG MluI R35 CGAGATCTGCTCTCCGGGCAG BglII 171 

-120/+28 F120 GAACGCGTGGGAGAAGGAGGAG MluI R28 CGAGATCTGGGCAGTCTGAAGGACC BglII 164 

-88/+35 -88 CACGCGTCAGGAGGAGGAGGGACC MluI R35 CGAGATCTGCTCTCCGGGCAG BglII 135 

-70/+35 -70 CACGCGTCGGGGTGGAGGGGAGATAG MluI R35 CGAGATCTGCTCTCCGGGCAG BglII 120 

TATAnull F513 CGACGCGTGCAGCTTGTCTTGTC MluI TATAnull 
CGAGATCTGCTCTCCGGGCAGTCTGAAGGACCGCGGGAATG

TGGAGGGGTGGCGGGACAGGC 
BglII 564 

DPEnull F513 CGACGCGTGCAGCTTGTCTTGTC MluI 
R+35 

DPEnull 
CGAGATCTGCCGATGACGGGCAG BglII 564 

TATADPEnul

l 
F513 CGACGCGTGCAGCTTGTCTTGTC MluI 

R+35 

DPEnull 
CGAGATCTGCCGATGACGGGCAG BglII 564 

INR2null F513 CGACGCGTGCAGCTTGTCTTGTC MluI INR2mut CGAGATCTGGGCTCCAATAGGACCGCGGG BglII 564 

INR1null F513 CGACGCGTGCAGCTTGTCTTGTC MluI INR1mut 
CGAGATCTGCGCTCTCCGGGCAGTCTGAAGGACCGCGGGC

TCGACGAGGGG 
BglII 564 

TATAcons F513 CGACGCGTGCAGCTTGTCTTGTC MluI R35 TATA
CGAGATCTGCTCTCCGGGCAGTCTGAAGGACCGCGGGAATG

TGGAGGGGTTTATA 
BglII 564 

F512+23 

(TATAcons) 
F513 CGACGCGTGCAGCTTGTCTTGTC MluI 

INR1 

TATA 

GCAGATCTAGTCTGAAGGACCGCGGGAATGTGGAGGGGTTT

ATA 
BglII 553 

DPEcons F513 CGACGCGTGCAGCTTGTCTTGTC MluI 
R+35 

DPEcons 
CGAGATCTGCCGTCTCCGGGCAG BglII 564 

CowON -

518/+74 
CowON 5' CTAGCTAGCCTTCAGTCTGTACAGAGG NheI 

R+35Cow

ON 
CCGCTCGAGGTCGGACATACCTCAGT XhoI 608 

CowON  

-518/+35 
F-518 CowON GGACGCGTCTTCAGTCTGTACAGAGG MluI 3’CowON GCAGATCTCAAGCTCCGGGCAG BglII 568 

CowON  

-128/+35 
F-128 CowON GCACGCGTGGGGAGAAGGGGAGGGGA MluI 3’CowON GCAGATCTCAAGCTCCGGGCAG BglII 179 

Tabla 4. Cebadores utilizados para amplificar los productos de PCR.  

 

5. DIGESTIÓN CON ENZIMAS DE RESTRICCIÓN  

Todas las restricciones fueron realizadas en las condiciones indicadas por el proveedor. 

En caso de realizar digestiones con dos enzimas diferentes se seleccionó el buffer en el 

cual ambas enzimas tenían al menos 50%  de actividad. De no ser posible, se realizaron 

dos procesos de restricción  independientes, entre  los cuales se realizó una extracción 

Fenol:Cloroformo:Alcohol  Isoamílico de  la solución y precipitación con Etanol para el 

lavado de enzima y sales presentes en la solución. En todos los casos se realizaron las 
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incubaciones a  la temperatura óptima  indicada por el proveedor al menos durante 2 

horas. El resultado de la restricción se verificó por separación electroforética en geles 

de  agarosa  0,8‐1,6%   agarosa  en  solución  TAE  (40  mM  Tris‐acetato,  2mM 

Na2EDTA.2H2O, pH 8,5) conteniendo bromuro de etidio (0,5 μg/μl) y visualizados con 

luz UV en trans‐iluminador (Ultraviolet Products Inc., Upland, CA). 

 

6. PURIFICACIÓN DE FRAGMENTOS DE ADN 

La purificación de  los productos de una restricción se realizó mediante electroforesis 

en geles de agarosa y corte del fragmento de agarosa para la purificación del mismo a 

través del kit GFX PCR (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK). Para fragmentos 

con tamaños mayores a 500 pares de bases, la purificación se realizó por columnas de 

lana de vidrio de fabricación casera.  

Purificación por kit GFX PCR  

La purificación se realizó bajo  las condiciones  indicadas por el proveedor  (Amersham 

Biosciences, Buckinghamshire, UK), utilizando un agente caotrópico que desnaturaliza 

proteínas, disuelve la agarosa y promueve la unión del ADN doble cadena a una matriz 

de  fibra  de  vidrio,  lo  que  posibilita  el  lavado  de  proteínas  y  sales  para  eluir  el 

fragmento en agua bidestilada.  

Purificación por columnas de lana de vidrio 

Este  método  se  basa  en  la  separación  del  ADN  a  través  de  la  centrifugación  del 

fragmento  de  agarosa,  el  cual  es  depositado  sobre  lana  de  vidrio  dentro  de  un 

eppendorf de 0,5 ml perforado en  su base. Se centrifugó el  fragmento de agarosa a 

2500xG durante 5 minutos, lo que posibilitó la elución de la solución TAE conteniendo 

el  fragmento  de  ADN.  Posteriormente  se  realizó  una  extracción 

Fenol:Cloroformo:Alcohol  Isoamílico  y  precipitación  con  etanol  para  eliminar  RNA, 

proteínas y sales. 

 

7. CUANTIFICACIÓN DE ADN 

Para  la  cuantificación de  los  fragmentos de ADN utilizados  en una  ligación o de  los 

plásmidos utilizados en una transfección transiente se utilizó la cuantificación por gel a 
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partir  del  análisis  densitométrico  de  las  intensidades  de  los  fragmentos  de  masa 

conocida  de  la  digestión  completa  del  fago  λ  con  la  enzima  HindIII  (Gibco  BRL; 

Gaithesburg, MD) o de la mezcla de seis fragmentos con extremos romos denominado 

Low DNA Mass Ladder  (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA). En el caso de plásmidos para 

transfecciones  transientes  también se  realizó, además de  la cuantificación por geles, 

una evaluación de  la calidad de  la preparación mediante un espectrofotómetro a una 

longitud  de  onda  de  260nm  /  280nm  o  mediante  NanoDrop  1000  (Thermo  Fisher 

Scientific, Wilmington, DE, EE.UU.).  

 

8. LIGACIONES 

Se  utilizó  ADN  Ligasa  del  bacteriófago  T4  (New  England  Biolabs  Inc.,  Beverly,  MA) 

según los protocolos del proveedor. Se utilizaron relaciones inserto:vector de 1:1 hasta 

3:1, calculando la razón entre los fragmentos por la siguiente formula: 

ng insertoKb insertong vector *
Kb vector

inserto

vector* =relación

 

Se utilizó como mínimo 50 ng de vector y como máximo 100 ng y 20 o 100 unidades de 

ADN  ligasa para  ligar extremos  cohesivos o  romos,  respectivamente en un  volumen 

final de 10 μl a 20 μl. Se incubó a temperatura ambiente durante una hora y se colocó 

a 4°C hasta el momento de realizar la transformación bacteriana. 

 

9. TRANSFORMACIÓN BACTERIANA  

Para  las  construcciones  plasmídicas  utilizadas  en  ensayos  luciferasa  se  utilizó  el 

método de transformación bacteriana por shock térmico (heat shock) desarrollado por 

Dagert y colaboradores  [369]. Se  incubaron 90  μl de bacterias  termocompetentes E. 

coli  cepa  XL‐1  blue  en  hielo  durante  30 minutos  con  70‐100  ng  de ADN  plasmídico 

producto de ligación o 1‐5 ng de plásmido circular. Se colocaron las bacterias durante 

90  segundos  en  un  baño  térmico  a  42°C,  que  induce  la  formación  de  poros  en  la 

membrana bacteriana, posibilitando el ingreso del ADN plasmídico. Posteriormente se 

incubaron  durante  3  minutos  en  hielo  y  10  minutos  a  temperatura  ambiente.  Se 
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agregaron  0,9 ml de Medio  LB  (Anexo  2)  y  se  colocaron durante  60 minutos  en un 

agitador  a  37°C.  Se  centrifugó  el  medio  durante  30  segundos  a  13000  r.p.m.  y  se 

resuspendió el pellet en 0,2 ml de LB, se plaqueó el medio conteniendo  las bacterias 

en  una  placa  de  LB  agar  con  el  antibiótico  deseado  (Ampicilina    o  Kanamicina  50 

μg/ml). Se colocaron las placas a 37°C durante 16‐18 horas. Se aislaron colonias y se las 

utilizó como inóculo de crecimiento de 5 ml de medio LB con antibiótico. 

Para  las construcciones plasmídicas utilizadas para  la recombinación homóloga de  los 

genomas adenovirales se utilizaron bacterias electro‐competentes (ver Producción de 

Stock Virales).  

 

10. PREPARACIÓN DE PLÁSMIDOS 

En  las preparaciones de pequeña escala  (1‐5 ml)  se purificaron  los plásmidos por el 

método de  lisis alcalina  [370]. Este método  también se utilizó para preparaciones de 

mediana escala (10‐100 ml) empleadas en digestiones con enzimas de restricción para 

su posterior uso en ligaciones, no así en preparaciones para transfecciones transientes 

en las que se utilizó el kit Plasmid Midi Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Alemania).  

Preparación de pequeña escala 

Se centrifugaron 1‐5 ml de medio de cultivo durante 30 segundos a 13000 r.p.m., se 

descartó el medio y se resuspendió el pellet bacteriano en 100 μl de solución P1  (25 

mM  Tris  pH  8,  10 mM  EDTA)  conteniendo  10  μg  de  Ribonucleasa  A  (Sigma‐Aldrich 

Corp., St. Louis, MO, EE.UU.) (Anexo 2). Después de 5 minutos se agregaron 200 μl de 

solución  P2  (0,2N  NaOH,  1%   P/V  SDS),  se  mezcló  por  inversión  suave  y  se  incubó 

durante  5  minutos  a  temperatura  ambiente.  Se  agregaron  100  μl  de  solución  P3 

(Acetato de Potasio 5M pH 5,3),  se mezcló por  inversión  suave y  se  colocó en hielo 

durante 15 minutos. Se centrifugó durante 15 minutos a 13000 r.p.m., se recuperó el 

sobrenadante y se agregaron 1 ml de iso‐propanol. Se incubó a –20°C por 20 minutos y 

luego se centrifugó por 15 minutos a 13000 r.p.m., se descartó el sobrenadante y se 

lavó  el  pellet  con  400  μl  de  Etanol  70%   V/V,  se  centrifugó  5  minutos  a  máxima 

velocidad,  se  descartó  el  sobrenadante  y  se  dejó  secar  el  pellet  a  temperatura 

ambiente durante 15‐20 minutos y se resuspendió en 10‐50 μl de agua bi‐destilada. 
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Preparación de mediana escala 

El  protocolo  utilizado  en  preparaciones  de  mediana  escala  por  lisis  alcalina  es  una 

modificación del protocolo anterior, variando el volumen de soluciones a utilizar (P1 2 

ml, P2 4 ml, P3 2 ml, Isopropanol 3,5 ml, Etanol 70%  2,5 ml). En este caso se agrega un 

paso  de  purificación  con  solventes  orgánicos,  Fenol:Clororformo:Alcohol  Isoamílico 

(25:24:1) (Anexo 2) luego de resuspender el plásmido en agua bi‐destilada con el fin de 

remover restos de proteínas y RNA de la solución obtenida. 

La preparación de plásmidos para realizar transfecciones transientes se realizó con el 

kit QIAGEN plasmid Midi Kit  (QIAGEN GmbH, Hilden, Alemania) que  se basa en una 

modificación  del método  de  lisis  alcalina.  En  este  caso  se  realiza  la  purificación  del 

plásmido  por  una  columna  conteniendo  una  resina  con  grupos  dietilaminoetanol 

(DEAE)  cargados  positivamente  a  los  que  se  une  el ADN  plasmídico,  permitiendo  la 

remoción  de  ARN,  proteínas  e  impurezas  de  bajo  peso  molecular  por  lavado  con 

soluciones  conteniendo  concentraciones  medias  de  sales  mientras  que  el  ADN 

plasmídico  permanece  unido  a  la  resina,  eluyendo  sólo  a  altas  concentraciones  de 

sales.  

 

11. SECUENCIACIÓN DE ADN  

Los fragmentos amplificados por PCR se secuenciaron en el servicio de secuenciación 

provisto  por  la  Fundación  Instituto  Leloir,  utilizando  cebadores  específicos  para  la 

secuencia  de  los  promotores  SP6  y  T7,  presentes  en  los  plásmidos  pGEM‐T  easy 

(Promega Corp., Madison, WI) y pCR‐blunt II TOPO (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA) que 

flanquean los productos clonados.  

Los adenovirus fueron secuenciados mediante la utilización de los cebadores pShuttle 

F y pShuttle R (Tabla 4) para identificar el promotor y el gen presente en la secuencia 

adenoviral.  

 

13 MARCACIÓN DE SONDAS POR LA TÉCNICA DE “RANDOM PRIMER” 

La  sonda  fue  marcada  con  32P  ([α‐32P]dCTP,  3000  Ci/mmol,  Amersham  Biosciences, 

Buckinghamshire,  UK),  por  la  técnica  de  “random  priming”  (Prime‐a‐Gene  Labeling 

System,  Promega  Corp.,  Madison,  WI).  La  técnica  se  fundamenta  en  la 
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desnaturalización del ADN e hibridación al azar con una mezcla de oligonucleótidos de 

seis  pares  de  bases  que  actúan  como  cebadores  de  la  ADN  polimerasa.  Una  vez 

terminada  la  reacción  de  marcación  se  separó  el  ADN  marcado  de  los  nucleótidos 

excedentes  a  través  de  una  cromatografía  de  filtración  molecular  en  columna  con 

Shephadex G‐50,  como  fase  fija  y  solución  amortiguadora  TE,  como  fase móvil.  Los 

valores  de  radioactividad  se  midieron  y  graficaron,  obteniéndose  dos  picos:  uno 

correspondiente al ADN marcado y el otro a  los nucleótidos excedentes. Finalmente, 

las cadenas de ADN marcadas radioactivamente se separaron mediante  la adición de 

hidróxido de sodio a una concentración final de 0,2 N y se agregaron rápidamente a la 

solución de prehibridación, precalentada a 65 °C. 
 

15. TRANSFECCIONES TRANSIENTES 

Las  células  fueron  sembradas en placas de 24 pocillos  con una densidad de 3‐5x104 

células/pocillo.  A  las  24  horas  fueron  transfectadas  utilizando  Lipofectamine2000 

(Invitrogen  Corp.,  Carlsbad,  CA,  EE.UU.)  según  las  condiciones  indicadas  por  el 

proveedor. Cada tratamiento se realizó al menos por duplicado en cada  línea celular, 

incubando 0,8 μg de plásmido tratamiento con 0,1 μg de plásmido pRL‐CMV durante 5 

minutos  con  50  μl  de  medio  DMEM  sin  antibiótico  y,  en  paralelo,  1  μl  de 

Lipofectamine2000 con 50 μl de medio DMEM sin antibiótico, se mezclaron estas dos 

preparaciones  y  se  incubaron  durante  20  minutos  a  temperatura  ambiente.  Se 

removió el medio con suero de las células, se lavó con PBS y agregó 200 μl de DMEM 

alta  glucosa  sin  suero  y  sin  antibióticos; posteriormente  se  agregó 100  μl de medio 

conteniendo  la mezcla de  lipofección  y a  las 4 horas  se  agregó 500  μl de medio de 

cultivo correspondiente a cada línea celular, suplementado con suero fetal bovino. Las 

células  utilizadas  para  evaluar  la  actividad  luciferasa  en  condiciones  de  normoxia 

fueron mantenidas durante 46 horas en estufa a 37°C con 5%  CO2. Por el contrario, 

para evaluar  la actividad en condiciones de hipoxia 24 horas después del  inicio de  la 

transfección, las células fueron incubadas en condiciones de hipoxia durante 18 horas. 

Esta  condición  se  consiguió  al  colocar  las  células en una  cámara modular de  cultivo 

(Billups‐Rothenberg  Inc., Del Mar, CA),  la  cual  se drenó durante  10 minutos  con un 

flujo de 10  l/min. de gas conteniendo 0,1%  O2, 5%  CO2 y N2 saturando  la mezcla, y 
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luego  sellada  herméticamente.  Posteriormente  las  células  fueron  reoxigenadas 

durante 4 horas y lisadas.  

 

16. ENSAYO DE ACTIVIDAD DE LUCIFERASA 

Para  realizar  este  ensayo  se  utilizó  el  kit  Dual  Luciferase  Reporter  Assay  System 

(Promega Corp., Madison, WI). Este sistema reportero implica la expresión simultánea 

de dos enzimas  reporteras  individuales en un mismo  sistema, pudiéndose evaluar  la 

actividad producida por las enzimas luciferasa de la luciérnaga Firefly (Photinus pyralis) 

y del celenterado Renilla (Renilla reniformis) en un sólo ensayo secuencial [371]. 

Cuarenta  y  seis  horas  luego  de  la  transfección,  se  lavaron  las  células  con  PBS  y  se 

lisaron agregando 100 μl de Passive Lisis Buffer (Promega Corp., Madison, WI) durante 

15 minutos en agitación constante,  se homogeneizó el  lisado mediante pipeteo y  se 

transfirió  a  un  tubo  de  1,5  ml.  Se  centrifugó  durante  30  segundos  para  precipitar 

agregados proteicos y membranas. Se utilizaron 20 μl del sobrenadante para realizar el 

ensayo  de  actividad  de  luciferasa  en  una  placa  blanca  de  96  pocillos  Lumitrac  600 

(Greiner  BioOne,  Frickenhausen, Alemania).  En  cada  pocillo  se  agregaron  100  μl  de 

Luciferase Assay Reagent  II, utilizado para medir  la actividad  luciferasa del gen Firefly 

producida por el promotor a evaluar. Se realizó la lectura de la actividad de luciferasa 

en un luminómetro (Genios, TECAN Group AG, Austria) y luego se agregaron 100 μl de 

Stop  &  Glo  Reagent.  Este  reactivo  enmascara  la  actividad  luciferasa  producida  por 

Firefly y activa la producida por el gen luciferasa de Renilla producida por el plásmido 

control  que  posee  promotor  CMV;  se  realizó  entonces  una  nueva  lectura  en 

luminómetro (Figura 44).  

Los datos se normalizaron de la siguiente manera:  

 

Esta estrategia permite reducir el error producido debido a diferencias en la viabilidad 

celular,  la  eficiencia  de  la  transfección,  el  volumen  de  pipeteo  y  la  eficiencia  del 

Unidades Luciferasa Firefly 

Unidades Luciferasa Renilla 
= Unidades Luciferasa Relativas(RLU) 
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proceso  de  lisis.  Se  analizaron  al  menos  los  resultados  de  tres  experimentos 

independientes.  

Los datos se expresan como cantidad de inducción relativa a la actividad obtenida con 

el plásmido control pGL3‐Basic (sin promotor), actividad relativa al promotor SV40 o al 

tratamiento control según se especifica en cada figura.  

18 Horas

24 Horas

3 pocillos/plásmido

Re‐oxigenación

Co‐transfección

pRL-CMV
4079 pb

Luciferasa Renilla

AmpR

Intron quimera

señal poly(A) SV40

promotor CMV

T7

0,8 g 0,1 g

4 Horas

Agregado
medio completo

Hipoxia

4 Horas

Lisado Celular

pGL3
5614 pb

Luciferasa

AmpR

señal poly(A) SV40

señal poly( A) Promotor a evaluar

ori

F1 ori

Normoxia

Estufa de cult vo celular

Cámara de hipoxia

Luminómetro

Ensayo
 

Figura 4 4. Esquema del protocolo utilizado para la evaluación de la actividad luciferasa de los 

diferentes promotores.  

 

 

17. CONSTRUCCIÓN Y PRODUCCIÓN DE ADENOVIRUS 
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La  construcción  de  los  adenovirus  recombinantes  se  realizó  mediante  dos  técnicas 

diferentes.  Ambas  técnicas  involucran  el  uso  de  vectores  conteniendo  el  casete  de 

expresión  deseado  que  recombinan  con  una  región  del  genoma  adenoviral  para 

producir  un  genoma  adenoviral  conteniendo  los  elementos  necesarios  para  su 

replicación en una célula permisiva. La diferencia entre ambos sistemas es el vector de 

transferencia utilizado y el sistema de recombinación homóloga. En una primera etapa 

se  utiliza  el  vector  pAd‐I‐XP  [372]  y  la  recombinación  homóloga  se  realizaba  sobre 

células eucariotas. En una segunda etapa se utilizó el sistema pAd‐Easy (Stratagene, La 

Jolla,  CA,  EE.UU.)  que  utiliza  el  vector  pShuttle  como  vector  de  transferencia  y  la 

recombinación homóloga se realiza sobre bacterias E. coli de la cepa BJ5183.  

El  Ad‐F512  fue  producido  mediante  recombinación  homóloga  en  células  eucariotas 

HEK293  co‐transfectadas  con  el  plásmido  pAd‐F512‐E1A  linearizado  con  FspI  y  el 

genoma adenoviral del Ad‐β‐gal restringido con  la enzima ClaI, que elimina el casete 

de expresión del adenovirus, y purificado. El Ad‐F512‐Luc  fue producido de  la misma 

manera utilizando el pAd‐F512‐Luc como vector de transferencia.  

Los CRAds conteniendo promotores quimera fueron construidos mediante el método 

de  recombinación  homóloga  en  células  eucariotas.  Los  vectores  de  transferencia 

utilizados  se  construyeron mediante  el  sub‐clonado  del  promotor  quimera  indicado 

(kBF512HRE  o  HREF512)  en  los  plásmidos  pAd‐F512‐Luc  o  pAd‐I‐F512‐E1A  en 

reemplazo del promotor F512 mediante el uso de las enzimas KpnI / BglII. Después de 

obtener  los  plásmidos  pAd‐kBF512HRE  y  pAd‐HREF512  (‐Luc  y  ‐E1A)  el  casete 

conteniendo promotor y gen  fue cortado con  las enzimas SpeI / SalI y clonado en el 

vector de transferencia pShuttle (Stratagene, La Jolla, CA, USA). Los plásmidos fueron 

utilizados  para  generar  los  genomas  adenovirales  mediante  la  recombinación 

homóloga  en  bacterias  con  el  plásmido  pAdEasy‐1  (Stratagene)  para  los  virus 

conteniendo fibra del serotipo 5 o con el plásmido pVK500C‐5/3 para los virus con fibra 

quimera 5/3 [373].  

En este sistema se utilizó una modificación del sistema descrito  

El vector shuttle pADPSY, gentilmente provisto por Jaques Mallet (Francia) contiene un 

promotor RSV y la región E1A ha sido delecionada [374]. Para mejorar la capacidad de 

este vector se reemplazó el promotor RSV con un sitio de múltiple clonado (MCS: SpeI, 
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BclI, KpnI, NheI, MluI, BglII,  EcoRV, ClaI,  SnaBI,  SalI) para  construir  el  vector  shuttle 

pAd‐Xp. Luego, un fragmento de 234 bp correspondiente al codón de terminación del 

gen de la hormona de crecimiento bovina [306] fue clonado por PCR e insertado en los 

sitios  SpeI/KpnI  aguas  abajo  del  ITR  en  el  MCS  para  crear  un  nuevo  vector  shuttle 

denominado  pAd‐I‐Xp  (utilizando  los  cebadores  INSU‐F‐SpeI:  INSU‐R‐KpnI).  El 

fragmento  de  ADN  correspondiente  al  gen  E1A  (+560/+1632  del  genoma  de 

adenovirus  5)  fue  clonado  por  PCR  a  partir  de  ADN  genómico  de  células  HEK293, 

subclonado  en  TOPO‐pCR4  y.  El  fragmento BglII/BamHI  conteniendo el  gen  E1A  fue 

subclonado en el sitio BglII de  los vectores shuttle pAd‐Xp o pAd‐I‐Xp, obteniendo  los 

plásmidos pAd‐E1A  y pAd‐I‐E1A,  respectivamente.  Luego  se  clonó el promotor  F512 

aguas arriba de E1A en los sitios MluI/BglII, obteniendo el plásmido shuttle pAd‐F512‐

E1A.  

Este gen fue sub‐clonado en el vector pAd‐I‐F512 para obtener el plásmido pAd‐I‐F512‐

E1Awt  [372].  El  casete entero,  I‐F512‐E1Awt,  fue  extraído de pAd‐I‐F512‐E1Awt  con 

SpeI/SalI  y  subclonado  en  el  plásmido  pShuttle‐1  (Stratagene,  Inc.)  en  los  sitios 

XbaI/SalI para obtener el vector pShuttle‐I‐F512‐E1Awt. Este vector fue digerido con la 

enzima PmeI y se utilizó para la recombinación homóloga con el plásmido pVK500C 5/3 

[375] en las bacterias Escherichia coli BJ5183 mediante electroporación [376]. Un clon 

positivo  (pVK500‐I‐F512‐E1Awt  5/3)  fue  seleccionado,  secuenciado  y  finalmente 

amplificado mediante la transformación de las células DH5α(Invitrogen) y se extrajo el 

ADN mediante el kit DNA‐maxiprep (Qiagen, Hilden, Germany). El plásmido pVK500‐I‐

F512‐E1Awt 5/3 fue linearizado con PacI, purificado mediante precipitación con etanol 

y  transfectado en  células 911 usando  LTX  lipofectamine  (Invitrogen).  Los adenovirus 

producidos fueron utilizados para infectar células HEK293 y utilizados para producir el 

stock como fue previamente descrito [372]. 
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18. PRODUCCIÓN DE LOS STOCKS VIRALES. 

Los virus fueron obtenidos por co‐transformación y recombinación de los plásmidos en 

bacterias  BJ5183.  Brevemente,  se  utilizaron  50  μl  de  bacterias  BJ5183  para 

transformar  con  50  ng  del  plásmido  pShuttle  conteniendo  el  casete  de  expresión 

deseado  (KanR)  junto a 300 ng del vector genómico adenoviral pAdEasy o pVK500‐C 

(AmpR). Luego se electroporó (1300V, 200Ω, 25μF) y se agregó 1 ml de medio SOC. Se 

recuperaron  las bacterias mediante agitación a 37°C durante 2 horas y se plaquearon 

sobre placas conteniendo kanamicina para obtener solo  los clones de recombinación. 

Una  vez  identificados  los  clones  positivos,  los  plásmidos  fueron  transformados  en 

bacterias  DH5α  para  incrementar  el  rendimiento  en  las  preparaciones  plasmídicas. 

Una  vez  purificados  los  plásmidos  fueron  linearizados  con  la  enzima  PacI  y 

transfectados  mediante  el  uso  de  Lipofectamine  LTX  (Invitrogen,  Carlsbad,  CA)  en 

células  911.  Aproximadamente  5  a  14  días  después  se  evaluó  el  efecto  citopático 

causado por la replicación viral. Las células fueron cosechadas y sometidas a tres ciclos 

de  congelamiento  y  descongelamiento  con  el  propósito  de  liberar  los  virus  de  su 

interior. Este primer  sobrenadante de virus,  llamado crudo,  fue utilizado para clonar 

los virus mediante diluciones límite sobre células HEK293. Una vez obtenidos los virus 

clonados se secuenció el casete de expresión y se procedió a preparar el stock según el 

protocolo  esquematizado  antes  descrito.  Posteriormente  los  virus  fueron  titulados 

según dos métodos diferentes en células HEK293. En el primero de ellos se plaqueó un 

MW96 con 2x104 células por pocillo y se infectó con las diluciones del stock usando 6 

repeticiones  por  dilución.  En  el  segundo  método  se  plaquearon  1x104  células  por 

pocillo y se  infectaron con  las mismas diluciones pero con 10  repeticiones cada una. 

Para calcular los títulos se aplicaron las siguientes formulas: 

Método 1: T=10Xo +d/2 + dΣXi/n 

En donde Xo= es el número de la última fila completa 

Xi=número de wells con CPE de la última dilución 

d=1 porque es el log de la dilución (en nuestro caso 1/10) 

n=6 porque es el número de las repeticiones 
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Método 2: T=101+d(s‐0.5) 

En donde d=1 porque es el log de la dilución (en nuestro caso 1/10) y S= Σ de los radios 

de  CPE  todas  las  diluciones  (por  ejemplo  si  en  la  dilución  10‐8  se  observan  que  7 

pocillos de los 10 sufrieron CPE el radio es 0,7 para esa dilución). 

Es  importante destacar que para  los ensayos  in vitro e  in vivo se utilizaron diferentes 

stocks  virales.  Los  mismos  fueron  cuantificados  como  se  describió  en  materiales  y 

métodos (ver también tabla xx). En todos los ensayos que se describen en este capítulo 

se utilizaron stocks con las mismas partículas virales infectivas. De esta manera se logra 

el mismo efecto con dos stocks diferentes. 

 

19. EFECTO CITOPÁTICO EN MONOCAPA 

Las  células  fueron  sembradas  en  placas  de  24  pocillos  a  una  densidad  de  1  x  104 

células/ pocillo (la densidad de HMEC‐1 fue de 5 x 104 células/ pocillo). Al otro día, las 

células  fueron  infectadas  con  dosis  creciente  de  los  CRAds  en  200  μl  de  medio 

DMEM/F12 conteniendo 2%  de SFB y  luego de 4 horas de  infección se agregó 0,8 ml 

del  correspondiente medio  conteniendo 10%  de  SFB.  Las  cantidad de  virus utilizada 

varía  desde  0,1  a  1000 MOI.  El  efecto  citopático  se  evaluó mediante  la  tinción  con 

cristal  violeta  (solución  0.75  %   en  40%   de  metanol).  de  las  células  viables  10  días 

después de la infección [377].  

 

20. ENSAYO DE MUERTE CELULAR 

 

 

20. CUANTIFICACIÓN DE LA REPLICACIÓN VIRAL 
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La cuantificación de  las copias de genoma adenoviral mediante  la amplificación de  la 

región  E4  del  genoma  adenoviral  mediante  técnicas  de  PCR  en  tiempo  real  fue 

previamente descrita [378]. Brevemente, la purificación de ADN se realizó utilizando el 

kit DNeasy Tissue kit (Qiagen, Santa Clarita, CA, USA). Los cebadores utilizados para la 

región  del  gen  E4  fueron  el  cebador  sentido  E4se  y  E4as  (Tabla  4).  Los  controles 

negativos sin templado fueron realizados en cada serie de reacciones. Para cuantificar 

el número de copias de genoma adenoviral se utilizó una curva de 108 a 102 copias de 

genoma adenoviral.  

Los datos se expresaron como copias de genoma adenoviral/ng ADN. La comparación 

de la tasa de replicación de los diferentes grupos de tratamiento se realizó mediante el 

test de análisis de varianza (ANOVA) de una o dos vías.  

 

22. ESTUDIOS IN VIVO  

Se inyectaron en forma sub‐cutánea 4x 106 células SB2, A375N, IIB‐Mel‐Les o Mel J en 

uno de los flanco de ratones macho N:NIH(S)‐nu de 6 a 8 semanas de edad (obtenidos 

del bioterio de la Facultad de Veterinaria, Universidad Nacional de La Plata, Argentina o 

del Bioterio de la Fundación Instituto Leloir). Los tumores conteniendo diferentes tipos 

celulares fueron producidos mediante la inyección de 4.0 x 106 SB2/ 2 x 106 WI‐38, 4.0 x 

106 SB2/ 2 x 106 HMEC, 4.0 x 106 SB2/ 2 x 106 WI‐38/ 2.0 x 106 HMEC células. Cuando 

los tumores alcanzaron un volumen promedio de 100 mm3 se les asigno un tratamiento 

al azar. Cada  tratamiento  recibió  tres o cinco  inyecciones  intra‐tumorales de 1 x 1010 

partículas virales/ratón del CRAd indicado, del adenovirus control (Ad‐β‐gal) o vehículo 

(PBS) en los días 1, 3 y 7 (3 inyecciones) o 1, 3, 5, 7 y 9 (5 inyecciones). Los ratones del 

grupo  control  fueron  inyectados  con  Ad‐β‐gal  o  vehículo  indistintamente  ya  que 

ninguno de ellos tiene efecto sobre el crecimiento tumoral. Se estimaron los volúmenes 
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tumorales  mediante  medidas  manuales  con  calibre  (volumen=0,52  ×  (Diametro 

Mayor)2  ×  Diametro  menor).  Los  ratones  fueron  sacrificados  cuando  el  volumen 

tumoral  alcanzaba  los  2000  mm3.  Ninguno  de  estos  ratones  mostró  signos  de 

enfermedad  o  alguna  muestra  visible  de  intoxicación.  Los  experimentos  in  vivo  se 

realizaron  siguiendo  los  lineamientos  institucionales  aprobadas por el NIH,  todos  los 

animales bajo estudio recibieron agua y comida ad‐libitum. 

 

23. HISTOLOGÍA  

Los estudios histológicos de  las muestras de áreas tumorales fueron fijadas en buffer 

neutral  conteniendo  3,7%   formol  antes  de  la  inclusión  en  parafina  y  cortado  en 

secciones de 5 µm. Como alternativa las muestras de áreas tumorales fueron fijadas en 

para‐formaldehído  (PFA) 4%  por 1 hora y crio‐preservadas por una noche en sucrosa 

30% ,  incluidas  en  OCT,  y  conservadas  a  ‐20°C.  Las  secciones  de  9  μm  obtenidas 

mediante corte por criostato fueron montadas en portaobjetos gelatinizados. Después 

de  la  hidratación  los  cortes  fueron  teñidos  con  hematoxilina  y  eosina.  Se  realizó  la 

inmunohistoquímica  para  hexón  utilizando  el  anticuerpo  anti‐hexón  adenoviral 

AB1056 (Chemicon International, Hampshire, UK), para la detección de β‐gal se utilizó 

el anticuerpo de  conejo anti‐β‐galatosidasa A‐11132  (Molecular Probes, Eugene, OR, 

USA)  y  para  Factor  VIII  se  utilizó  el  anticuerpo  de  conejo  anti‐Von  Willebry  Factor 

humano  (Dako, Germany)  seguido  de  un  anticuerpo  biotinilado  de  burro  anti‐cabra 

(Jackson  ImmunoResearch,  West  Grove,  USA)  o  un  anticuerpo  biotinilado  de  cabra 

anti‐conejo  (Vector  Laboratories,  Burlingame,  CA,  USA),  respectivamente.  Los 

anticuerpos  secundarios  biotinilados  fueron  usados  conjuntamente  con  el  kit 

Vectastain ABC (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) y la reacción fue visualizada 

mediante  la  utilización  del  cromógeno  DAB  (Dako,  Germany).  Las  secciones  fueron 

teñidas  con  hematoxilina  y  fotografiadas  en  un  microscopio  Olympus  BX60. 
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