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OBJETIVO: Demostrar la utilidad del tratamiento génico
(TG) in vivo en los tumores subcutineos de cancer de pul-
mén murino.

MATERIAL Y METODOS: Se inyectaron a ratones C57BL/6
por via subcutdnea 5 x 10° células de la linea de cancer de
pulmén murino de Lewis. A los 10 dias se formaron tumores
subcutaneos de unos 5 mm de diametro. En ese momento se
trataron mediante inyeccion intratumoral con un adenovi-
rus recombinante defectivo portador del gen de la timidinci-
nasa (AdCMV-Tk), o del gen de la interleucina 12
(AdCMV-IL12), o con células dendriticas (CD) singénicas
transducidas con el gen de la interleucina 12 (CD-IL12).
Como grupos control se incluyeron tumores tratados con
suero salino o con un adenovirus con el gen de la B-galacto-
sidasa (AdCMV-LacZ), que es un gen indicador sin efecto
terapéutico. El nimero de animales por grupo oscil6 entre
14 y 25 con adenovirus y entre 10 y 12 con CD. A continua-
cion se realizé un seguimiento del tamafio tumoral desde el
primer dia de tratamiento hasta la tercera (adenovirus) o
cuarta (CD) semanas para comparar su evolucion.

RESULTADOS: Se objetivo una disminucion significativa del
crecimiento de los tumores subcutineos en los grupos trata-
dos con AdCMV-Tk, AdCMV-IL12 y CD-IL12 comparados
con los grupos control tratados con suelo salino y AACMYV-
LacZ. En el grupo AACMV-Tk esta diferencia fue estadisti-
camente significativa desde el dia 7, en AACMV-IL12 desde
el dia 9 y en CD-IL12 desde el dia 10 y se mantuvo hasta el
final del seguimiento.

ConcLusIONEs: El TG con AACMV-Tk, AACMV-IL12 o
CD-IL12 es efectivo en nuestro modelo de tumores subcuta-
neos de células de carcinoma pulmonar de Lewis, ya que es
capaz de disminuir su tasa de crecimiento de forma signifi-
cativa respecto a los grupos de control.

Palabras clave: Tratamiento génico. Cdncer de pulmon. Adeno-
virus. Timidincinasa. Interleucina 12. Células dendriticas.

Use of Gene Therapy in a Subcutaneous Murine
Model of Lung Cancer

OBJECTIVE: To assess the effectiveness of in vivo gene
therapy to treat subcutaneous tumors generated from murine
lung cancer cells.

MATERIAL AND METHODS: C57BL/6 mice received
subcutaneus injections of 5x10° cells from the murine Lewis
lung cancer cell line. By 10 days, subcutaneous tumors of
approximately 5 mm diameter were formed. At that point,
treatment was provided by intratumor injection of a
replication-defective recombinant adenovirus carrying the
gene for thymidine kinase (AdCMV-TK) or interleukin (IL)
12 (AdCMV-IL12), or by injection of syngeneic dendritic
cells previously transduced with adenovirus containing the
IL-12 gene (DC-IL12). Control groups were treated with
saline or adenovirus containing the gene for B-galactosidase
(AdCMV-LacZ), which functions as a reporter gene and
does not have a therapeutic effect. The number of animals in
each group ranged from 14 to 25 in experiments using
adenovirus and from 10 to 12 in experiments using dendritic
cells. Tumor size was followed for 3 weeks in the case of
treatment with adenovirus and 4 weeks for treatment with
dendritic cells.

RESuLTS: A significant reduction in subcutaneous tumor
growth was observed in the groups treated with AACMV-
Tk, AdCMV-IL12, and DC-IL12 compared with control
groups treated with saline or AdCMYV-LacZ. The difference
was statistically significant from day 7 of treatment in the
AdCMV-TK group, from day 9 in the AACMV-IL12 group,
and from day 10 in the DC-IL12 group, and in all cases it
was maintained until the end of the follow-up period.

ConcLusIoNs: Gene therapy with AACMV-Tk, AACMV-
IL12, or DC-IL12 is effective in our model of subcutaneous
tumors arising from cells of the Lewis lung cancer cell line.
The treatment leads to a significant reduction in tumor
growth compared with control groups.

Key words: Gene therapy. Lung cancer. Adenovirus. Thymidine
kinase. Interleukin 12. Dendritic cells.
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Introduccion

El tratamiento génico (TG) consiste en la utilizacién
de material genético con finalidad terapéutica!. Es una
modalidad de tratamiento nueva que aparece en la dltima
década gracias a los avances realizados en microbiologia,
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virologia, quimica orgdnica, biologia molecular, bioqui-
mica, biologia celular, genética e ingenieria genética’. Se
aleja de las moléculas empleadas por la farmacologia cla-
sica utilizando en su lugar genes y vectores. En la actua-
lidad 1a oncologia es su area de mayor estudio, y el carci-
noma broncogénico ocupa un lugar destacado®.

Los vectores se dividen en 2 grandes grupos: los viri-
cos y los no viricos*>. En cuanto al material genético,
son innumerables los genes que pueden utilizarse con fi-
nes terapéuticos. En nuestro caso se utilizé un vector vi-
rico, en concreto un adenovirus (Ad) defectivo recombi-
nante de primera generacion serotipo 5°. Este virus no es
capaz de replicarse por si mismo (defectivo), ya que se
sustituy6 la parte del genoma necesaria para su replica-
cién por el gen de interés (recombinante). Como mate-
rial genético se utilizaron los genes de la timidincinasa
(Tk) y de la interleucina 12 (IL-12).

Son varios los enfoques utilizados en el TG del can-
cer. Ademds, se pueden combinar varias estrategias y
asociar con los tratamientos convencionales’. En este
trabajo se utiliz6 la estrategia de los genes suicidas con
el gen de la Tk y la inmunoterapia con el gen de la IL-
12 y células dendriticas (CD) transducidas con IL-12
(CD-IL12). La Tk transforma el ganciclovir (GCV) en
GCV-trifosfato altamente téxico para las células®. La in-
munoterapia aumenta la respuesta inmunitaria del hués-
ped frente al tumor para eliminarlo. Se puede conseguir
utilizando citocinas (IL-12)° o modificando células del
sistema inmunitario (CD-IL12)'%-12,

En el presente trabajo se estudid la utilidad del TG
con estrategias de genes suicidas e inmunoterapia en
modelos subcutidneos de cancer de pulmén murino.

Material y métodos

Animales y lineas celulares

Se utilizaron ratones hembras de la cepa C57BL/6, de 6 se-
manas de edad, suministradas por Harlan (Barcelona, Espa-
fia), que recibieron los cuidados adecuados segtin los criterios
vigentes en nuestra institucion.

Para los experimentos in vitro se utilizaron 3 lineas celulares
humanas de céncer de pulmén —A549 (adenocarcinoma),
HTB58 (carcinoma epidermoide) y H441 (adenocarcinoma
bronquioloalveolar)—, y una linea celular de cdncer de pulmén
murino de denominada Lewis lung carcinoma (LLC). Para los
experimentos in vivo se utilizé LLC, que es una linea singénica
para ratones C57BL/6. Todas las lineas celulares se obtuvieron
de la American Type Culture Collection. Las LLC y A549 se
mantuvieron en cultivo con medio tipo DMEM y HTBS58
y H441 con RPMI. Ambos se suplementaron con un 10% de
suero vacuno fetal (SVF), penicilina (100 U/ml) y estreptomicina
(100 mg/ml). Se incubaron a 37 °C con anhidrido carbénico al 5%.

Construccion de los adenovirus

Se construyeron 3 Ad con el gen de la Tk, de la IL-12 y de
la B-galactosidasa de Escherichia coli. Este Gltimo es un gen
reportero no terapéutico, que se utilizé como control. Todos
los genes se colocaron bajo el control del promotor universal
del citomegalovirus (CMV). La construccién de los mismos
se realizé en los Laboratorios de la Unidad de Terapia Génica
dependiente del Departamento de Medicina Interna de la Cli-
nica Universitaria de Navarra. Se realizd de acuerdo con el
protocolo publicado anteriormente!>'4.

Células dendriticas singénicas

Se obtuvieron de la médula ésea de fémur y tibia de ratones
singénicos. Se realizo segun el protocolo publicado previamen-
te por nuestro grupo's. Se infectaron in vifro con un AACMV-
IL12 utilizando una relacién virus/célula (MOI) de 3.000.

Transduccion in vitro de las lineas celulares
con AdCMV-LacZ

Se sembraron 2 x 10° células de cada linea en 2 ml de
DMEM suplementado con 2% SVF o RPMI con 2% SVF se-
gtin el caso. A las 24 h se retird el medio y se infectaron con
AdCMV-LacZ en un volumen de 500 pl de medio sin suple-
mentar por pocillo. A las 4 h se afladieron 1,5 ml de DMEM
suplementado con 2% SVF o RPMI con 2% SVF en cada po-
cillo y se incubaron 48 h mas. Se utilizaron MOI de 1, 10, 100,
1.000 y 10.000. Se dejé un pocillo de control con DMEM sin
infectar con el Ad. A los 2 dias se retir6 el medio y se fijaron
las células con glutaraldehido. Después se afiadieron 500 pl
por pocillo de solucién X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-
galactosidasa). Se incubaron 4 h mds a 37 °C. Esta solucién
tifie de azul las células que contienen en su citoplasma la pro-
teina B-galactosidasa. De esta manera las células transducidas
por AACMV-LacZ que contienen la proteina codificada por el
transgén se verdn de color azul. En un microscopio éptico se
puede contar el nimero de células azules en relacién con el to-
tal de células y calcular el porcentaje de transfeccion. Este ex-
perimento se repitié en 2 ocasiones y se contabilizaron en cada
una 5 campos por pocillo.

Transduccion in vitro de la linea LLC
con AdCMV-Tk

El dia 1 se sembraron 1,5 x 10° células en 2 placas de 6 po-
cillos con 2 ml de DMEM suplementado con 2% SVF. El dia
2 se infectaron los pocillos con AACMV-TKk, para lo cual se
retir6 el medio y se reemplazé con 500 pul de DMEM sin su-
plementar con distintas MOI de AACMV-Tk. Se dej6 4 h a 37
°C, tras lo cual se afiadieron 1,5 ml de DMEM con 2% SVF
en cada pocillo. Los 5 dias siguientes se reemplazé a diario el
medio por otro con distintas concentraciones de GCV. En una
de las placas se utilizé una concentracién fija de GCV, en
nuestro caso, de 100 uM, con distintas MOI (10.000, 1.000,
100, 10 y 1). En la otra se utilizé una MOI fija de 100 con
concentraciones de 500, 250, 100, 50 y 25 uM de GCV. En
ambas placas se dejoé un pocillo de control. En la primera se
traté con GCV, pero no se infecté con AACMV-Tk. En la se-
gunda se infecté6 con AACMV-Tk, pero no se traté con GCV.
El dia 7 se cont6 el nimero de células vivas de los pocillos
por exclusién utilizando azul tripano. Este experimento se re-
pitié en 2 ocasiones para comprobar los resultados.

Transduccion in vivo de tumores subcutdneos de LLC con
AdCMV-LacZ

Se inyectaron 5 x 10° células LLC de forma subcutdnea en
el flanco de 3 ratones C57BL/6. Cuando los tumores alcanza-
ran un didmetro de 5 X 5 mm, se inyectaron de forma intratu-
moral con AACMV-LacZ. Se utilizé una dosis de 1 x 10° pfu
(unidades formadoras de placa) en un volumen de 40 pl de
suero salino (SS). A los 2 dias se sacrificaron los animales y
se extrajeron los tumores subcutdneos, que se incluyeron en
OCT™ (Tissue-Tek Sakura®) e inmediatamente se congelaron
en metilbutano sumergido en nitrégeno liquido. Se guardaron
a —80 °C. Los cortes histoldgicos se realizaron con la ayuda
de un cridstato. Para tefirlos, primero se fijaron con glutaral-
dehido durante 10 mintos y se lavaron 2 veces con una solu-
cién tamponada con fosfatos, para dejarlos luego toda la no-
che en contacto con soluciéon X-gal. Al dia siguiente se
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Fig. 1. Células de carcinoma pulmonar de Lewis in vitro transducidas con

un adenovirus con el gen de la B-galactosidasa (AdCMV-LacZ). La ima-
gen corresponde a una relacion virus/células de 1.000.

TABLA I
Transduccién in vitro con un adenovirus con el gen
de la B-galactosidasa (AdCMV-LacZ)

MOI | LLC | H441 | HTB58 | A549
Control 0 0 0 0

1 0 1% 3% 5%
10 0 4% 20% 24%
100 0 29% 40% 90%
1.000 15% 64% 100% 100%
10.000 42% 100% 100% 100%

MOI: ratio virus/célula; LLC: Lewis lug carcinoma; HTBS58: carcinoma epider-
moide; A549: adenocarcinoma; H441: adenocarcinoma bronquioloalveolar.

TABLA 11
Transduccion in vitro de células de Lewis lung carcinoma
(LLC) con adenovirus recombinante defectivo portador del
gen de la timidincinasa (AdCMV-TKk)

MOI de 100
Células vivas (%) GCV (mM)
100 0
8,3 25
6,4 50
3,8 100
0,9 250
0,3 500
100 mM de GCV
Células vivas (%) MOI
100 0
75 1
5 10
34 100
0 1.000
0 10.000

MOTI: ratio virus/célula; GCV: ganciclovir.
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lavaron con solucién tamponada con fosfatos y se observaron
en un microscopio optico Nikon Eclipse E 800. Las células
transducidas por el Ad aparecian tefiidas de color azul.

Modelo subcutdneo y tratamiento

Se procedi6 de igual forma que en el apartado anterior para
la induccién de tumores subcutdneos. Cuando alcanzaron 5 X 5
mm de didmetro, se realizé una inyeccion intratumoral con los
Ad o las CD. Los animales se anestesiaron para la induccién
tumoral y el tratamiento con una inyeccion intraperitoneal de
clorhidrato de tiazina y ketamina. Se formaron 4 grupos en el
experimento con Ad: 2 de control, tratados con SS (n = 25 en
Tk;n=16enIL-12) y AdACMV-LacZ (n=23 en Tk; n =14 en
IL-12), y 2 terapéuticos con AACMV-Tk (n = 23) y AACMV-
IL12 (n = 17). Los tratamientos se realizaron en 40 pul de SS.
La dosis de Ad que se utilizé fue de 1 x 10° pfu en el grupo de
Tk, de 5 x 10® pfu en el grupo de IL-12 y de 1 X 10° 0 5 x 108
pfu en el de LacZ. Los animales del grupo de Tk recibieron
tratamiento con GCV mediante inyeccién intraperitoneal (50
mg/kg/dia en un volumen de 200 pl de SS) a los 2 dias de la
inyeccién del Ad y durante un periodo de 14 dias. Para el ex-
perimento con CD se formaron 2 grupos: uno de control, trata-
do con SS (n = 10), y otro terapéutico, que recibi6 5 X 10° de
CD-IL12 (n = 12) de forma intratumoral en 75 pul de SS los
dias 1 y 3. A continuacion se realizé un seguimiento del creci-
miento de los tumores, con mediciones 3 veces por semana
empezando el dia del tratamiento, para comparar las dreas de
los tumores entre los grupos. En el experimento con Ad el se-
guimiento se realizé durante 21 dias, y con CD durante 28.

Andlisis estadistico

Se utilizaron métodos no paramétricos para comparar las
dreas de los tumores. A fin de comparar entre si 2 grupos se
utiliz6 el test de Wilcoxon, y para comparar mds de 2 grupos,
el test de Friedman. En todos los casos la significacion esta-
distica asumida fue p < 0,05. El andlisis se realizé con la ayu-
da del programa Instat de GraphPad Software Inc.

Resultados

Transduccion in vitro de las lineas celulares con
AdCMV-LacZ

Se comprobd la eficacia de la transduccion in vitro en
varias lineas celulares con AACMV-LacZ antes de reali-
zar los experimentos con animales. Los resultados se
muestran en la tabla I. En la columna de la izquierda fi-
gura la MOI utilizada y en las situadas a su derecha, el
porcentaje de células transducidas segtin la linea celu-
lar. Las células transducidas con éxito se tifien de color
azul con solucién X-gal (fig. 1). Las 4 lineas celulares
fueron transducidas por AACMV-LacZ, pero varié su
eficacia. La linea mds permisiva fue A549, y la mds re-
sistente, LLC, donde las primeras células de color azul
se observaron con una MOI de 1.000 y se necesité una
MOI de 10.000 para alcanzar el 42%.

Transduccion in vitro de células LLC con AdCMV-Tk

Se verifico la eficacia del sistema Tk-GCV in vitro
con la linea LLC antes de su uso in vivo. En la tabla II
se muestran los resultados obtenidos utilizando una
MOI fija de 100 y una dosis fija de GCV de 100 mM.
Con una MOI fija de 100 se encontré muerte celular en
todas las dosis de GCV testadas. Esta fue mayor a me-
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Fig. 2. Tumor subcutaneo de células de Lewis lung carcinoma tratado me-
diante inyecci6n intratumoral con un adenovirus con el gen de la 3-galac-
tosidasa (AdCMV-LacZ).

dida que se aument6 la concentracién del farmaco. Con
una dosis fija de 100 mM de GCV se produjo muerte
celular con todas las MOI, incluida la més baja, que era
de 1. Esta fue mayor conforme se aument6 la MOI. En
ambos los resultados con una MOI de 100 y una dosis
de GCV de 100 mM fueron similares, con un 3,8 y un
3,4% de células vivas respecto al control.

Transduccion in vivo de tumores subcutdneos de
células LLC con AdCMV-LacZ

Se tifieron cortes histolégicos de tumores subcutdne-
os LLC transducidos con AACMV-LacZ. Los resultados
se muestran en la figura 2. Las células transducidas por

el Ad se ven de color azul en el microscopio Optico tras
tincién con solucién X-gal. Como se observa en la figu-
ra 2, estas c€lulas se distribuyeron a lo largo del trayec-
to de entrada de la aguja en el tumor.

Tratamiento de tumores subcutdneos de células LLC
con AdCMV-Tk

Se formaron 3 grupos (tratados con SS, AACMV-
LacZ y AACMV-Tk) y se realiz6 un seguimiento del ta-
mafio de los tumores. Los resultados se muestran en la
figura 3. En el eje de ordenadas se representa el drea de
los tumores (mm?) y en el de abscisas, el tiempo trans-
currido. El ritmo de crecimiento de los tumores del gru-
po tratado con AACMV-Tk y GCV fue maés lento. Esto
se tradujo en un drea tumoral menor en este grupo con
respecto a los otros 2 tratados con SS y AdCMV-LacZ.
Estas diferencias empezaron a los 2 dias del tratamiento
y fueron estadisticamente significativas a partir del dia
7 y hasta la finalizacion del estudio, con un valor de p <
0,05. No se encontraron diferencias significativas entre
los grupos SS y AACMV-LacZ.

Tratamiento de tumores subcutdneos de células LLC
con AdCMV-IL12

Se formaron 3 grupos (tratados con SS, AdCMV-
LacZ y AACMV-IL12) y se realiz6 un seguimiento del
tamafo de los tumores. Los resultados se representan en
la figura 4. En el eje de ordenadas figura el drea tumoral
(mm?) y en el de abscisas, los dias de seguimiento. Se
observé un retraso del crecimiento de los tumores en el
grupo tratado con AACMV-IL12 con respecto a los otros
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Fig. 3. Tumores subcutineos de carcinoma pulmonar de Lewis tratados
con suero salino (SS), un adenovirus con el gen de la B-galactosidasa
(AdCMV-LacZ) y un adenovirus recombinante defectivo portador del
gen de la timidincinasa (AdCMV-Tk). Se muestra el drea tumoral en re-

Fig. 4. Tumores subcutineos de carcinoma pulmonar de Lewis tratados con
suero salino (SS), un adenovirus con el gen de la B-galactosidasa (AdCMYV-
LacZ) y un adenovirus recombinante defectivo portador del gen de la inter-
leucina 12 (AdCMV-IL12). Se muestra el drea tumoral en relacién con el

lacién con el tiempo. Se observa un retraso significativo del crecimient
de los tumores en el grupo que recibi6 AACMV-Tk. “p < 0,05.

tiempo transcurrido. Se observa una disminucién significativa del creci-
miento de los tumores en el grupo tratado con AACMV-IL12. "p < 0,01.
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Fig. 5. Tumores subcutineos de carcinoma pulmonar de Lewis tratados
con suero salino (SS) y células dendriticas singénicas transducidas con el
gen de la interleucina 12 (CD-IL12). Se muestra el area tumoral en rela-
cion con el tiempo de seguimiento. El crecimiento de los tumores en el
grupo tratado con CD-IL12 fue significativamente menor. “p < 0,05.

2 grupos. Estas diferencias empezaron a partir del dia 4
y fueron estadisticamente significativas desde el dia 9
con un valor de p < 0,01. No hubo diferencias significa-
tivas entre los ratones tratados con SS y AdCMV-LacZ.

Tratamiento de tumores subcutdneos de células LLC
con CD-ILI2

Se formaron 2 grupos, que recibieron 2 inyecciones
de SS o CD-IL12 los dias 1 y 3. Después se realizd un
seguimiento del drea de los tumores, que se representa
en la figura 5. En el eje de ordenadas se recoge el drea
tumoral, y en el de abscisas, el tiempo transcurrido des-
de el inicio del tratamiento. Se encontraron diferencias
entre ambos grupos desde el dia 3, con un crecimiento
menor de los tumores tratados con CD-IL12. Estas dife-
rencias fueron estadisticamente significativas desde el
dia 10 hasta el final del seguimiento con un valor de p <
0,05.

Discusion

En los dltimos 60 afios el carcinoma broncogénico ha
pasado de ser una enfermedad poco corriente a conver-
tirse en el cancer méas frecuente en el mundo (el 12,3%
de todos los tumores malignos), con una estimacién
aproximada de 1,2 millones de casos nuevos en el afio
2000, el 52% de ellos en paises desarrollados'®. Dada la
baja tasa de supervivencia de los afectados de carcino-
ma broncogénico con los tratamientos convencionales,
es necesario buscar nuevas modalidades terapéuticas. El
TG esta emergiendo en los ultimos afios como una al-
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ternativa para el carcinoma broncogénico frente a otras
formas tradicionales de tratamiento como la cirugia, la
quimioterapia y la radioterapia’. En este trabajo se ha
querido comprobar la eficacia del TG en un modelo
subcutdneo de cancer de pulmén murino.

El primer paso fue probar la eficacia del sistema in
vitro. Para ello se infectaron células LLC en cultivo con
AdCMV-LacZ. Estas células se utilizaron después para
los experimentos in vivo. Ademads, se incluyeron 3 line-
as humanas de céncer de pulmon. Todas las lineas fue-
ron susceptibles de ser transducidas mediante técnicas
de TG utilizando un Ad, pero la eficacia fue distinta en
cada una de ellas (tabla I y fig. 1). Los Ad penetran en
las células por un proceso de endocitosis mediado por
el receptor del virus Coxsackie y del Ad llamado CAR
(Coxsackie-Ad receptor)'” y por las integrinas o f3; y
o, B; de membrana'®. CAR es el punto de unién de la
célula con las fibras que se encuentran en los vértices
de la capside del Ad, mientras que las integrinas de la
membrana celular son las encargadas de unirse a las
proteinas de la cdpside virica e internalizar el Ad en la
célula'®. La eficacia de transduccién depende del nime-
ro de receptores de membrana que tienen las células
para el Ad, por lo que serd distinta segin la linea celular
empleada!®. Las células con un nimero elevado de re-
ceptores para el Ad tendrdn una eficacia de transduc-
cion alta. Estos resultados son similares a los publica-
dos con otras lineas celulares de cancer de pulmén®. La
linea LLC requirié una MOI de 1.000 para ver las pri-
meras células tefiidas de azul y una MOI elevada, de
10.000, para llegar al 42%. Estas ratios de infeccién son
elevadas, pero estdn en consonancia con lo publicado
previamente utilizando esta linea, que necesitdé una
MOI de 20.500 para alcanzar una eficacia de transduc-
cién del 100%>.

El siguiente paso fue comprobar la eficacia del siste-
ma Tk-GCV in vitro. Este sistema utiliza la estrategia
de los genes suicidas comentada en la introduccién. Se
trata de introducir el gen de la Tk en las células tumora-
les para que conviertan el GCV, que es inocuo, en GCV-
trifosfato, que es extremadamente téxico para las célu-
las®. Ademds, este efecto no sélo es nocivo para la
célula transducida, sino que afecta también a las células
que la rodean por difusion del GCV-trifosfato a través
de las uniones celulares. Esto se conoce como efecto de
vecindad y amplifica la eficacia del sistema®?. Se proce-
di6 a infectar células LL.C en cultivo utilizando distintas
MOI de AACMV-Tk y GCV a diferentes concentracio-
nes. Se trataba de comprobar si la transferencia del gen
de la Tk a células LLC en cultivo era efectiva y provo-
caba la muerte celular después de recibir tratamiento
con GCVE. Los resultados demostraron que este siste-
ma funcionaba (tabla II). Incluso con MOI bajas (1, 10
y 100), en las que no se observé expresion del transgén
usando AdCMV-LacZ, con el sistema Tk-GCV se pro-
dujo muerte celular. Esto se debe a que el gen reportero
LacZ, que se utiliz6 para valorar la eficacia de transduc-
cion del Ad, tiene una sensibilidad baja e infravalora el
nivel de transduccién. Existen células que contienen en
su citoplasma la proteina [B-galactosidasa y que no se
ven teflidas de azul después de la tincién con X-gal.
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Esto se explica porque la cantidad de proteina es baja 'y
el umbral de la visidn no la distingue. Por este motivo,
con MOI de 100, 10 y 1, en que no se observan células
teflidas de azul con AACMV-LacZ, si se produce muerte
celular con el sistema AACMV-Tk mas GCV, amplifica-
da ademads por el efecto de vecindad comentado ante-
riormente!??!.

En los experimentos in vivo se comprobd la eficacia
de AdCMV-LacZ mediante inyeccién intratumoral en
tumores subcutdneos de LLC. Después de la tincién se
observaron c€lulas de color azul en el interior del tu-
mor. Estas se localizaron sobre todo en el trayecto de
entrada de la aguja en el tumor (fig. 2). La eficacia in
vivo depende de la dosis de Ad utilizada, del promotor
que gobierna el transgén y de la técnica de la inyeccion.
Es mejor realizar una sola puncion para que el Ad se di-
funda lo mas posible por el tejido tumoral, ayudado por
el aumento de presidon que se produce conforme se ino-
cula. También influye la consistencia del tumor, ya que,
si es baja, el Ad escapa y puede infectar tejido peritu-
moral®.

Después de comprobar que el Ad era capaz de trans-
ducir tumores subcutdneos in vivo, se realizo el estudio
con los Ad terapéuticos. Se inyecté de forma intratumo-
ral SS, AACMV-LacZ y AACMV-Tk. Las células tumo-
rales transducidas por AACMV-Tk producen Tk y van a
transformar el GCV en GCV-trifosfato, que resulta toxi-
co para la célula en divisién por inhibir la ADN-polime-
rasa. Su efecto se amplifica por el fenémeno de vecin-
dad, que también funciona in vivo®?*. Durante el
seguimiento se observé una disminucién del crecimien-
to de los tumores en el grupo tratado con AACMV-Tk,
que empez6 a los 2 dias del tratamiento. Esto coincidi6
con el primer dia de tratamiento con GCV intraperito-
neal. Las diferencias aumentaron y fueron estadistica-
mente significativas a partir del dia 7 hasta el final del
estudio (fig. 3). No se evidencid en ningiin momento to-
xicidad relacionada con la administracion del Ad ni del
GCV. Por lo tanto, el tratamiento con AACMV-Tk vy
GCV disminuye el crecimiento de los tumores de forma
significativa en este modelo, en comparacion con los
tratados con SS y AdCMV-LacZ.

En otro grupo de animales se trataron los tumores
con SS, AdCMV-LacZ y AACMV-IL12. La idea era au-
mentar la respuesta inmunitaria del huésped frente al tu-
mor para eliminarlo. Se utilizé IL-12 porque es capaz
de activar los 2 brazos efectores del sistema inmunita-
rio, el innato y el adquirido. Ademds, en modelos ani-
males ha demostrado efectos antitumorales: impide el
crecimiento de nuevos tumores y provoca regresiones
en los ya establecidos®?’. A los 4 dias de la inyeccién
del Ad se observé un retraso del crecimiento en los tu-
mores del grupo tratado con AACMV-IL12 con respecto
a SS y AdCMV-LacZ. Estas diferencias fueron estadis-
ticamente significativas desde el dia 9 y se mantuvieron
hasta el final del seguimiento (fig. 4). No se observo to-
xicidad secundaria al tratamiento. Se utilizé una dosis
de AACMV-IL12 de 5 x 108 pfu. Dosis inferiores (de 1
x 108 y 2,5 x 10® pfu) no mostraron diferencias con los
grupos control tratados con SS y AdCMV-LacZ; dosis
superiores (de 1 x 10° pfu) no obtuvieron mayores be-

neficios que la de 5 x 10® pfu (datos no mostrados). Es-
tas diferencias empezaron a los 4 dias del tratamiento, 2
dias mds tarde que con AACMV-Tk. Este retraso se
debe a que los efectos de la Tk tras la administracién de
GCV son inmediatos, mientras que la IL-12 induce una
cascada de citocinas secundarias, responsables tltimas
de sus efectos bioldgicos, lo que retrasa su comienzo de
accion?®. En conclusidn, se encontré un retraso signifi-
cativo en la tasa de crecimiento de los tumores en este
modelo tras ser tratados con AACMV-IL12.

Por ultimo, se inyectaron CD singénicas transducidas
con un Ad para que secretaran IL-12. Como control se
utilizaron animales tratados con SS. Las CD en el seno
del tumor captan antigenos y los presentan al sistema in-
munitario para iniciar una respuesta antitumoral!%!2152,
Se observaron diferencias entre ambos grupos a los 3
dias del tratamiento, con un crecimiento menor en el
grupo que recibié CD-IL12. Estas diferencias fueron es-
tadisticamente significativas desde el dia 10 hasta el fi-
nal del estudio (fig. 5). Por tanto, el tratamiento con CD-
IL12 consiguié disminuir de forma significativa el
crecimiento de los tumores subcutdneos.

Se puede concluir que los 3 tratamientos (AdCMV-Tk
mas GCV, AACMV-IL12 y CD-IL12) fueron eficaces en
nuestro modelo in vivo. Son capaces de disminuir la tasa
de crecimiento de los tumores subcutdneos en compara-
cion con la de los grupos control (SS y AACMV-LacZ).
Por consiguiente, en un futuro se puede plantear el TG
como una nueva via de tratamiento del carcinoma bron-
cogénico junto a los convencionales, aunque para ello se
requerirdn mds estudios y ensayos clinicos®.
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