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En la terapia génica con adenovirus
la respuesta inmune es el principal enemigo
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Abastract

Sending therapeutic genes to target cells in gene therapy requires a vector called vehicle, of which the
adenovirus AD are most commonly used in clinical protocols. The AD are DNA viruses not pathogenic
for humans infecting both respiratory and gastrointestinal tract without complications. ADs have several
features that make them ideal vectors for use in gene therapy. Those characteristics include broad cell
tropism, infectivity at any cell cycle stage, permits transgene of 35 kb, and easy production and titration
in the laboratory. Nevertheless present the enormous disadvantage of that AD administration to an
organism induces a high immune response that impacts the transduction efficiency, and the transgene
. expression eliminating the transduced cells. This article describes the characteristics adenoviral vec-
tors, the immune response against them and the possible molecular mechanisms through adenovirus
awaken innate and adaptive immune response are discussed as well as the various strategies used by
different authors to evade the immune response and prevent early elimination of the transduced cells.
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Resumen

El envio de genes terapéuticos a células blanco en terapia génica requiere de un vehiculo llamado
vector, de los cuales los adenovirus AD son los més utilizados en protocolos clinicos. Si bien los AD son
virus ADN poco patoégenos para el hombre, pueden infectar los tractos respiratorio y gastrointestinal
sin mayores complicaciones. Presentan varias caracteristicas que los hacen los vectores ideales para su
utilizacién en terapia génica. Entre las caracteristicas con las que cuentan, destacan su amplio tropismo
celular, su capacidad infectiva en cualquier etapa del ciclo celular, el tamano del transgen —que puede
ser de hasta 35 kb-y la relativa facilidad de produccién y titulacion en el laboratorio. Sin embargo,
tienen como desventaja que la administracién de AD a un organismo induce una respuesta inmune
que impacta en la eficiencia de transduccién, el tiempo de expresion del transgen y la eliminacion de
las células transducidas. En el presente articulo se describen las caracteristicas de los AD como vectores
virales y la respuesta inmune desarrollada en el organismo; asimismo, se analizan los posibles mecanis-
mos moleculares por los cuales los AD despiertan una respuesta inmune innata como una respuesta
adaptativa ante su presencia, asi como las diversas estrategias utilizadas por diferentes autores para

evadir esa respuesta inmune y evitar su pronta eliminacion en las células transducidas.
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adaptativa

Introduccién

La terapia génica es una relativamente nueva alterna-
tiva de la biomedicina para el tratamiento de enferme-
dades. Consiste en el envio de material genético exégeno
a células diana, con el objeto de retrasar la progresion de
una enfermedad o corregir un defecto especifico. Las en-
fermedades abordadas con terapia génica deben cumplir
con ciertos criterios designados por comités médicos in-
ternacionales, con el fin de que se autorice el empleo de
este tipo de terapia en ensayos clinicos. Entre los criterios
mas importantes se encuentran los siguientes: no debe
existir un tratamiento efectivo para su curaciéon; debe
contar con un sustento cientifico sélido que justifique el
tratamiento; debe existir informacion cientifica que avale
gue su uso se vera reflejado en una mejora para el pa-
ciente.!

Para la transferencia de genes a un 6rgano blanco se
utiliza un vehiculo llamado vector, de los cuales existen
virales y no virales. Los vectores no virales son vehiculos
como liposomas, plasmidos, dextran y fosfato de calcio.
Los vectores virales, por su parte, son virus modificados
a los que se les han eliminado sus genes patégenos y los

necesarios para la replicacion y, en su lugar, se coloca
el gen terapéutico. Entre éstos se encuentran los retrovi-
rus, los adenovirus (AD), los virus adeno-asociados y los
herpes virus, de los cuales los AD son los mas utilizados
debido a que presentan ciertas ventajas sobre los otros
vectores: amplio tropismo celular, capacidad infectiva en
cualquier etapa del ciclo celular, tamafo del transgen de
hasta 35 kilobases (kb) y relativa facilidad de produccién
y titulacion en el laboratorio. Un AD convertido en vector
es llamado AD recombinante (rAD).2 Hasta 2014 se tiene
el registro de 1 996 ensayos clinicos a nivel mundial, de
los cuales el porcentaje mas alto (23.4%) utilizé un rAD
para el envio de sus genes terapéuticos.

Adenovirus

El genoma de los AD es ADN de doble cadena de 26
a 44 kb. Existen 51 serotipos en los seres humanos, de
los cuales AD2 y AD5 son los mdas utilizados por ser los
mejor caracterizados, sin representar ningun riesgo para
la salud. Los AD contienen una capside externa, un nu-
cleo proteico central que recubre al ADN lineal y varias
proteinas accesorias. La capside tiene una conformacion
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icosahédrica, donde 240 de sus capsdémeros son hexones
y 12 son pentones.* Uno de estos pentones constituye la
proteina fibrilar donde se encuentra la fraccién globular
knob, con la cual el AD interactta con el receptor CAR
(receptor coxsackie-adenovirus) de la célula huésped para
introducirse en ella.

Los AD empleados en terapia génica pueden ser de pri-
mera, sequnda y tercera generacion (estos ultimos llama-
dos también gutless).® Los AD de primera generacion pre-
sentan deleciones en las regiones E1 y E3 de su genoma
(necesarias para la replicacion) y en su lugar se inserta el
gen terapéutico. Los de segunda generacion tienen supri-
midas las regiones E1 a E4, mientras que en los de tercera
generacion o gutless la mayor parte del genoma es supri-
mido, por lo que pueden albergar genes mas grandes y
resultan menos inmunogénicos.®

A pesar de las ventajas mencionadas, los AD presentan
una enorme desventaja ya que, por su tamafio, despier-
tan una enorme respuesta inmune, tanto innata como
adaptativa, en el organismo que los recibe, lo cual trae
como consecuencia la produccién de citoquinas proin-
flamatorias, como el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-alfa), la interleuguina 6 (IL-6) y el interferén tipo 1
(IFN-alfa y beta) (antivirales por excelencia), que inducen
su eliminacion.

Entrada de AD a la célula

La via de entrada del AD a la célula huésped es por el
mecanismo de endocitosis mediada por receptor, en el
que las integrinas de la membrana celular desempenan
un papel muy importante. Los dos receptores que los AD
reconocen para introducirse a las células son el receptor
CD46 para el serotipo B y el receptor especifico de AD
(CAR) para los demas serotipos. El receptor CAR interac-
tUa con la fraccion globular knob del AD, mientras que
las integrinas (alfa -beta, y alfa -beta,) interacttan con la
base de la pentona.” El AD entra a la célula en un en-
dosoma cuya acidificacion favorece la disociacion de la
capside, liberando el ADN viral al citoplasma, el cual es
transportado con ayuda de los microtibulos de dinefna
al nucleo, donde permanece de forma episomal, es decir,
no se integra al ADN del huésped sino que se mantiene
como un fragmento independiente (Figura 1).8°

Respuesta inmune innata

Los AD inducen una fuerte respuesta inmunoldgica en
la que la inmunidad innata, orquestada por macréfagos
y células dendriticas, es el principal mecanismo para su
eliminacion. La administracion sistémica de AD permite la
asociacion de éstos con los factores de la coagulacion VIII,
IX'y X, asi como con la proteina C-reactiva. Esta asocia-
cion promueve la transducciéon de hepatocitos y de células
de Kupffer, los cuales, mediante las vias de sefnalizacion
de la proteina quinasa activada por mitégeno (MAPK) y
del factor nuclear kappa beta (NFk-b), responden secre-
tando citoquinas proinflamatorias como IL-6, IL-8, IL-12,
TNF-alfa e IFN-gamma, con lo cual se establece un proce-
so inflamatorio manifestado como dafio hepatico agudo
que culmina con la eliminacion de los AD en las primeras
24 horas.”®" Las moléculas mas inmunogénicas son las
proteinas de la capside, el ADN y los transcriptos virales.
Por su parte, los receptores tipo Toll reconocen al AD de
manera intracelular e inducen la expresién de IFN-alfa e
IFN-beta,™ lo que conduce a una respuesta humoral y ce-
lular contra el vector y contra el transgen. Debido a esto,
el IFN-alfa y el IFN-beta han sido considerados como mo-
léculas importantes en la eliminacion de AD.
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Figura 1. Mecanismo de entrada del adenovirus a la célula huésped. La
entrada del adenovirus a la célula huésped es un mecanismo de endocito-
sis mediado por receptores especificos CAR en cooperacion con integrinas.
Una vez internalizado, el endosoma sufre acidificacion y ruptura, permitien-
do que el ADN del adenovirus ingrese al nlcleo para iniciar su expresion, en
donde quedara de forma episomal.

Interferones tipo 1 en la inmunidad

Los interferones son citoquinas clave en la respuesta
inmune contra virus, bacterias, parasitos o células tumo-
rales. Participan tanto en la inmunidad innata como en la
adaptativa, y logran establecer un estado antiviral intra-
celular que evita la replicacion del virus y su propagacion
a las células vecinas.

Existen 3 tipos de IFN: tipo 1, tipo 2 y tipo 3, de los
cuales solo el tipo 1 -representado por IFN-alfa e
IFN-beta— tiene propiedades antivirales. La expresion de
IFN tipo 1 induce la actividad transcripcional de IRF3 (in-
terferon regulatory factor), el cual estimula la expresion
de los genes antivirales proteina quinasa R, mixiovirus y el
mismo IFN. Los niveles elevados de IFN estimulan tanto la
respuesta inmune innata como la adaptativa contra AD.
Zhu y colaboradores demostraron que la administracion
de AD en ratones deficientes del receptor para IFN tipo 1
no induce expresion de IL-6 ni de IL-12, por lo que no hay
activacion de células T; de esta forma queda en evidencia
la importancia del IFN tipo 1 en la eliminacién de AD."

Respuesta inmune adaptativa

La respuesta inmune adaptativa se produce semanas
después de contacto del organismo con los AD, la cual
se caracteriza por una produccion elevada de anticuerpos
contra ellos, asi como la induccion de linfocitos T cito-
toxicos CD8* (LTC CD8*) contra proteinas del AD o pro-
ductos del transgen. Esta respuesta conduce al organis-
mo a dano multiorganico, dafando preferentemente el
higado.'®'® Después de la administracion intravenosa de
AD, éstos son réapidamente captados por las células pre-
sentadoras de antigeno (APC, antigen-presenting cells),
las cuales, por medio del complejo mayor de histocompa-
tibilidad clase | (MHC 1), presentan los antigenos virales a
los linfocitos CD8*induciendo una respuesta inmune ce-
lular. Los linfocitos CD8* son los responsables de eliminar
a las células transducidas, provocando también la pérdida
de la expresion del gen terapéutico. La presentacion de
antigenos virales mediante el complejo mayor de histo-
compatibilidad clase Il (MHC Il) activa a las células CD4+
y a los linfocitos B, lo cual induce una respuesta inmune
humoral con producciéon de anticuerpos anti-adenovirus.
La presencia de estos anticuerpos neutraliza a las particu-
las virales circulantes, bloqueando la entrada a la célula y
eliminandolas (Figura 2).'419.20
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correspondiente de otro sero-
tipo de AD que infecta al ser
humano y que reconoce un
receptor celular diferente a
CAR. Esta estrategia propor-
ciona, ademds, un método
rapido y sencillo de produc-
cion de rAD con fibras modificadas, que puede manipular
el tropismo de los AD a unas células en particular.?! Para
ello, incorporaron ligandos en la fibra del AD la cual me-
dia la unién del AD a su receptor en la célula. Utilizando
proteinas recombinantes de la fibra expresadas en células
de insecto infectadas con baculovirus, demostraron que
la incorporacion del octapéptido FLAG en el bucle de HI
no realiza ablacién de la trimerizacién de la fibra, no alte-
ra la unién del AD a su receptor y no modifica sus funcio-
nes biolégicas. A continuacion se generd un AD recombi-
nante que contenia esta fibra modificada y se demostré
que la secuencia del péptido corto era compatible con las
funciones bioldgicas de la fibra. Esta informacion sugirie-
re que los ligandos heterélogos se pueden incorporar en
el bucle HI de la perilla de la fibra y que esta localizacion
tiene propiedades compatibles para su empleo como es-
trategia de reorientacion de los AD.?

Por su parte, Belousova y cols. identificaron el bucle HI
del dominio perilla de la fibra como el sitio ideal para la
incorporacion de ligandos y sugirieron que las propieda-
des estructurales de este bucle permiten la inserciéon de
una amplia variedad de ligandos, incluidos polipéptidos
grandes. Mediante una serie de estudios se demostré que
la fibra HI del ADS5 tolera inserciones de péptidos de hasta
100 aminodcidos, con efectos minimos sobre la integri-
dad del virién, lo que sugiere que es posible insertar un
péptido en un ligando sin alterar su plegamiento ni su
union al receptor.?® Esta estrategia permite realizar una
segunda administraciéon con un rAD modificado en su fi-
bra que conserva la misma afinidad por el receptor, sin
correr el riesgo de que los anticuerpos producidos contra
el primer AD lo eliminen.

Havenga y cols. construyeron rAD tipo 5 capaces de
infectar células humanas reconociendo receptores dife-

adenovirus.

Figura 2. Respuesta inmune contra un vector adenoviral. La administracion de adenovirus a un organismo condu-
ce a una fuerte respuesta inmune, tanto innata como adaptativa, con la produccién de anticuerpos neutralizantes
y linfocitos T citotdxicos activos que lleva a la eliminacion de las células transducidas. Entre las moléculas parti-
cipantes se encuentra los IFN tipo 1 (a y b), los cuales participan de manera importante en la eliminacién de los

APC, antigen-presenting cells; NFkB, factor nuclear kappa beta; IRF, interferon regulatory factor; LB, linfocito
B; CD4, cluster de diferenciacién 4; CD8, cluster de diferenciacion 8; RIH, respuesta inmune humoral; RIC,
respuesta inmune celular; Ac anti-AD, anticuerpo anti-adenovirus; LTC, linfocito T citotéxico; AD, adenovirus;
TNF-alfa, factor de necrosis tumoral alfa; IL, interleuquina; IFN, interferén.

Modificado de: Ahi YS, Bangari DS, Mittal SK. Curr Gene Ther 2011;11(4):307-320.

rentes a CAR. Investigaron la diversidad natural del tropis-
mo tisular de los AD humanos y descubrieron que llevan
fibras procedentes de otros serotipos y pueden infectar
células humanas de estirpes diferentes a las convencio-
nales (células dendriticas, endoteliales, de musculo liso,
fibroblastos, de médula 6ésea), lo que permite proponer
nuevos enfoques de tratamiento en terapia génica para
diversas enfermedades.?

En otra estrategia para disminuir la inmunogenicidad
de los AD, Dimitriev y cols. incorporaron una secuencia
de residuos Arg-Gly-Asp en el bucle HI de la fibra knob
para utilizar un receptor alternativo durante el proceso de
transduccioén, con la finalidad de poder transducir eficaz-
mente células tumorales primarias. Con esta estrategia,
estos investigadores lograron incrementar la transferen-
cia de genes en una linea celular de cancer de ovario me-
diante un mecanismo independiente de CAR.%

Koizumi y cols. informaron que la transduccién en ra-
tones C57BL6 con AD modificados genéticamente en la
fibra knob (al que se le incorpord un péptido de polilisina)
indujo niveles mas bajos de IL-6 y alanino aminotrans-
ferasa en suero que el vector convencional después de
una administraciéon intravenosa, lo que permitié al mismo
tiempo un incremento en la expresién del transgen.?®

El uso de moléculas de ARN de interferencia (siARN)
como estrategia anti-adenoviral también ha sido pro-
bado. En un estudio realizado por Qingfeng y cols. se
administré un siARN contra el ARNm de la quimioquina
fractalquina en higados de ratas antes de ser transduci-
das con AD. Esto evit6 el daio hepatico agudo originado
por la administracién del vector adenoviral. El infiltrado
inflamatorio de células natural killer fue significativamen-
te menor, asi como los niveles séricos de IFN-gamma,
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con una prolongaciéon en el tiempo de expresion del
transgen.?

Zhu y cols. demostraron que la administracién de an-
ticuerpos anti-IFN-alfa e IFN-beta en ratones C57BL/6
6 horas antes de la transduccién de Ad-LacZ disminuyo
drasticamente la respuesta inmune, tanto innata como
adaptativa, hacia los vectores adenovirales. Los ratones
tratados con anticuerpos anti-IFN-alfa e IFN-beta tuvieron
un aumento en el nimero de copias de ADN adenoviral,
mayor estabilidad del transgen y reducciéon en la activa-
cion de células Ty en la inflamacion hepatica, tres dias
después de la administracion. Estos resultados permitie-
ron a los autores sugerir que el bloqueo de IFN tipo 1
podria ser Util en protocolos de terapia génica cuando se
utilicen AD como vectores, lo que permite la expresion
del gen terapéutico durante mas tiempo.'

El uso de polietilenglicol catiénico, de 4cido lactico y de
cido glicélico para cubrir a los AD mediante encapsula-
ciéon con polimeros, también ha mostrado ser una estra-
tegia eficaz para evadir a los anticuerpos neutralizantes
contra los vectores adenovirales.?”.2® La microencapsula-
cién de ADH5 recombinante eludié de manera eficaz la
respuesta inmune en ratones inmunizados, via intranasal
o intraperitoneal, con AdCA36lacZ, encapsulado dentro
de microparticulas del polimero alginato.?®

Por otra parte, también se han utilizado AD encapsu-
lados con microesferas de polientilenglicol expresando
GFP, con la finalidad de probar la eficacia de transduccién
con esta estrategia. Los AD encapsulados incrementaron
en un 23% la transduccion respecto a los no encapsu-
lados, lo que demostrd que el uso de PLG como agente
encapsulante es una alternativa eficaz para el empleo de
AD en terapia génica.*®

Otra estrategia para evadir la respuesta inmune es la
utilizacién de un serotipo de AD diferente al 2 y al 5,
como es el subgrupo B, el cual reconoce un cofactor
de unién a la membrana diferente a CAR denominado
CD46. La union a CD46 no desencadena la respuesta in-
mune celular que se presenta cuando la unién es a tra-
vés de CAR, por lo que su empleo resulta prometedor
cuando se pretende evadir la inmunidad.?' Es importante
mencionar que al ser los AD vectores que no se integran
al genoma de la célula sino que quedan de manera epi-
somal en el nlcleo, no representan riesgo alguno de mu-
tacion insercional por lo que su uso no esta asociado con
la aparicion de tumores o cancer.® Los vectores AD no
humanos también son utilizados para evadir la inmunidad
preexistente, lo que permite que mas AD ingresen a sus
células blanco.??

La construccion de vectores AD Helper-Depent y su uso
en terapia génica ha eliminado el problema de la expre-
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sion génica viral residual asociada con los vectores de pri-
mera generacion.* Estudios iniciales en animales de labo-
ratorio han demostrado que este tipo de AD provoca una
respuesta inmune limitada en las células, permitiendo la
expresion del transgen durante mas tiempo.3* Estos vec-
tores tiene una gran variedad de aplicaciones; sin embar-
go, su produccién aun es mas compleja que la de los AD
de primera generacion.®* Su gran capacidad de insercion
y la baja respuesta celular hace de estos vectores una es-
trategia prometedora para terapia génica de enfermeda-
des que requieran la expresion de un gen terapéutico de
manera temporal.*®

Finalmente, es importante mencionar el uso de AD en
protocolos de terapia génica dirigida contra el cancer. En
este tipo de enfermedades, la respuesta inmune inducida
por los AD, y en especial hacia las células transducidas,
permite la eliminacién de células cancerosas por lo que es
utilizada como estrategia de tratamiento para diferentes
tipos de canceres. En protocolos experimentales y clinicos
de cancer de prostata y de ovario, el envio de AD que
contienen el gen suicida timidina quinasa en combinacién
con quimioterapia incrementé de manera significativa el
numero de células cancerosas que mueren por apoptosis
0 necrosis.33°

Conclusién

Los AD son, en la actualidad, los vectores mas uti-
lizados en ensayos clinicos de terapia génica. A pesar
de que su administracion induce una respuesta inmu-
nolégica elevada, se prefieren sobre otros vectores
pues presentan enormes ventajas, como su produccion
relativamente sencilla y su manejo que no representa
ningun riesgo para la salud. Los estudios realizados para
tratar de entender los mecanismos moleculares por los
cuales los AD transducen a las células y la manera en
gue despiertan una respuesta inmune en el huésped son
de gran importancia. Los conocimientos actuales sobre
estos mecanismos han permitido proponer estrategias
de evasion inmunolégica con la finalidad de lograr un
efecto terapéutico mas prolongado. La superacion de
los obstaculos que representa la respuesta inmune y la
direcciéon del vector hacia un 6rgano especifico son los
grandes retos a vencer. Cuando logremos que los AD al-
cancen su célula blanco, expresen su gen terapéutico y el
organismo permita nuevas administraciones del vector,
se habréa realizado un gran avance en el tratamiento de
enfermedades, no sélo genéticas sino también crénico-
degenerativas, con lo cual se lograra incrementar las ex-
pectativas de vida de muchos pacientes que esperan el
desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas a los males
gue los aquejan.
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Para la transferencia de genes a un érgano blanco se utiliza un vehiculo llamado vector. Los vectores virales
por su parte, son virus modificados a los que se les han eliminado sus genes patdgenos y los necesarios
para la replicacion, en reemplazo de los cuales se coloca el gen terapéutico. Entre éstos se encuentran
los retrovirus, los adenovirus, los virus adeno-asociados y los herpes virus, de los cuales, los adenovirus
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¢Cudl es el tipo de vector mas utilizado en ensayos de protocolos clinicos?
A) Retrovirus.
B) Adenovirus.
) Virus adeno-asociados.
P) Herpes virus.

E) Otros.
Corrobore su respuesta: www.siicsalud.com/dato/evaluaciones.php/142470
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