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Resumen

RESUMEN

El cancer cervicouterino (CaCU) representa en la actualidad un gran problema de salud
publica global. Uno de los mayores retos en la investigacion cientifica aplicada en
referencia a esta neoplasia es incidir de manera importante sobre el control y tratamiento
de las lesiones precancerosas y neoplasias del cérvix e impedir su progresién a cancer. Las
lesiones cervicales y hasta ciertos estadios neopldsicos se desarrollan de manera
localizada y externa, lo cual puede ser favorable para su tratamiento in situ.
Recientemente, los polimeros biodegradables han llamado la atencién como vehiculos
para encapsular, transportar y liberar moléculas con potencial terapéutico. El chitosan, un
polimero catidnico, debido a sus propiedades de biocompatibilidad, biodegradacion y baja
toxicidad es un buen candidato como vehiculo para encapsular y liberar genes
terapéuticos. Estas moléculas pueden ser empleadas para el tratamiento de lesiones
premalignas y del CaCU asociado a la infeccién por virus del papiloma humano (VPH) por
via topica. El objetivo del presente trabajo fue generar microparticulas de chitosan
acopladas con DNA plasmidico que expresara el gen de la interleucina 12 (IL-12), para
favorecer la respuesta inmune y obtener un efecto antitumoral. Una vez formadas las
microparticulas chitosan/pDNA se caracterizaron y se aplicaron en la region cervicovaginal
de ratones hembra. Se demostrd que el chitosdn es un excelente vehiculo para encapsular
el DNA plasmidico y que tiene la habilidad de ingresar a la célula epitelial, favoreciendo la
transgénesis in vivo del DNA plasmidico, el cual fue detectado en el citoplasma de las
células del epitelio cervical. Adicionalmente, se desarroll6 un modelo experimental de
cancer cervicouterino en ratones singénicos mediante la administracion de células
BMK16/myc. Se evalud la administracion local de 5 pg de pDNA con el gen de IL-12
encapsulado en microparticulas de chitosdn en el modelo de cancer generado. Se
realizaron raspados cervicovaginales a diferentes tiempos para determinar la expresién de
los oncogenes E6 y E7 mediante RT-PCR en tiempo real y se determind que la expresion de
los oncogenes E6 y E7 disminuye después de la aplicacion de los complejos chitosan-pDNA
(IL-12). En conjunto, estos resultados demuestran el efecto antitumoral del gen de IL-12
administrado mediante microparticulas de chitosan. Por lo que esta estrategia tiene un
gran potencial como tratamiento tdépico para el control de lesiones premalignas y CaCU
asociadas a la infeccién de VPH.
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INTRODUCCION

El cancer cervicouterino (CaCU) es considerado un grave problema de salud publica global
debido a sus altas tasas de incidencia y mortalidad. Representa el 9% del total de nuevos
casos de cancer en el mundo y el 85% de estos casos se reportan en paises en vias de
desarrollo.! En México, 12.9% de las defunciones por tumores malignos en mujeres son
debidas al CaCU, por lo que es considerado como un problema prioritario de salud
publica.? Sin embargo, el CaCU es prevenible y curable cuando se detecta en etapas
tempranas; por lo tanto es de gran relevancia el desarrollo de nuevas estrategias
profildcticas y terapéuticas para su prevencion, control y tratamiento.3

Evidencias epidemioldgicas y experimentales demuestran que la infeccion persistente por
el virus del papiloma humano (VPH) de alto riesgo, es el principal factor etioldgico
asociado al desarrollo del CaCU.* La infeccidon del VPH de alto riesgo al epitelio cervical,
genera una serie de lesiones que conllevan a la transformacion e inmortalizacion del
epitelio cervical y eventualmente su evolucién a céncer.”> En los ultimos afios se ha
determinado la existencia de mas de 100 tipos de VPH, de los cuales los genotipos 16, 18,
31, 33, 35, 45, 52, 58 y 59 se han asociado con mayor frecuencia en lesiones
precancerosas y cancerosas del cérvix. Los tipos 16 y 18 son los mas frecuentemente
asociados al desarrollo de lesiones pre-cancerosas y carcinomas ano-genitales, los cuales
son el foco de atencién para el desarrollo de vacunas enfocadas al control del CaCU.®

Actualmente, existen en el mercado dos vacunas profilacticas aprobadas por la Food and
Drug Administration (FDA) enfocadas a la prevencion de la infeccion por el VPH. Estas
vacunas profilacticas son una mezcla de particulas parecidas a virus que se derivan de las
proteinas de la capside L1 del VPH de los tipos 16 y 18 para la marca Cervarix (Glaxo Smith
Kline) y 6, 11, 16 y 18 para la marca Gardasil® (Merck & Co. Inc.).”” 8 Las vacunas estan
aprobadas para su aplicacidon en mujeres adolescentes (9-15 afios de edad) y jovenes (16-
26 afios de edad) sin infeccion ni lesién cervical.’ Con lo que se pretende generar una
proteccion del 70% de los casos de cancer asociados a los VPH contemplados en las
vacunas.'? Sin embargo, estas vacunas no comprenden los casos de cancer asociados a
otros genotipos de VPH y debido a la historia natural del cancer cervical, los casos actuales
de CaCU no estan considerados para su tratamiento con estas vacunas; por lo que es
necesario seguir desarrollando y apoyando la investigacion de vacunas o estrategias
terapéuticas contra el CaCU.1% 11
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En este sentido, se estdn realizando esfuerzos por desarrollar y concretar algunas
estrategias terapéuticas que sean aplicables en etapas tempranas de la malignidad y en
tumores establecidos mediante la activacién de la respuesta inmune celular. Esto
contribuiria a resolver en parte el estado de inmunosupresién en el sitio del tumor
mediado por la represion de genes como MHC clase |, moléculas coestimuladoras, Fas,
CD3Z, importantes en la presentacion antigénica,’> 3 y la expresién de citocinas
inmunosupresoras como |IL-10 y TGF-B, las cuales favorecen la progresion del proceso
neopldsico.'3

Una de estas estrategias terapéuticas es el uso de terapia génica, la cual es una
herramienta atil para llevar genes terapéuticos a sitios donde se desarrollan las
neoplasias. De esta manera, los genes de citocinas son excelentes candidatos para inhibir
la progresion del cancer, ya que son consideradas como moléculas inmunoreguladoras
gue promueven la maduracién, activacién y migracion de las células efectoras de la
respuesta inmune al sitio de la neoplasia.'® Particularmente, se propone el uso del gen de
interleucina 12 (IL-12) como activador de la respuesta inmune celular. Debido a sus
propiedades inmunoestimuladoras y su efecto antitumoral, antimetastasico y anti-
angiogénico; esta citocina ha sido ampliamente utilizada en terapia génica contra diversos
modelos experimentales de cancer.

En referencia a las estrategias de terapia génica, se han empleado una gran variedad de
vehiculos para la liberacidon de genes tales como vectores virales, vectores bacterianos,
liposomas y recientemente el uso de polimeros sintéticos y biodegradables.'* > Estos
ultimos han mostrado un gran potencial debido a su baja inmunogenicidad y toxicidad, la
posibilidad de administraciones repetidas y la facilidad de establecer practicas adecuadas
de manufactura.'® Particularmente el chitosan, es un polimero natural derivado de la
quitina, uno de los polisacaridos mds abundantes en la naturaleza. El chitosan es
biocompatible, biodegradable, mocoadhesivo, antimicrobiano, antifungico y tiene muy
baja toxicidad. Por estas caracteristicas se considera un buen candidato como vehiculo de
liberaciéon de genes terapéuticos para el tratamiento del CaCU.!® Nuestro grupo de
investigacion ha demostrado que el chitosan tiene alta capacidad de encapsular DNA
plasmidico (pDNA) y lo protege de su degradacion.!” Los complejos formados de
chitosan/pDNA no son téxicos en células epiteliales in vitro y a pH acido los complejos se
desacoplan, por lo que el pDNA queda biodisponible para ejercer su funcidn bioldgica.

En este trabajo se propuso el uso del gen de IL-12 expresado en plasmidos y encapsulado
en microparticulas de chitosan para su aplicacidn tépica en un modelo murino de cédncer
cervicouterino VPH 16 positivo. Una vez generados los complejos chitosan/pDNA (IL-12)
fueron caracterizados mediante electroforesis en gel, donde se verificd su acoplamiento y
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se descartd la pérdida del pDNA durante el proceso de formacién de los complejos. Los
complejos chitosan/pDNA fueron envasados en spray y se evalud su integridad posterior a
la aplicacion mediante el sistema de spray donde se verific6 que no hubo
desacoplamiento de los complejos debido a la presidn ejercida por la bomba de liberacién.
Ademas, se evalud la presencia y localizacién de los complejos chitosan/pDNA en las
células epiteliales de la mucosa cervicovaginal mediante complejos donde el DNA
plasmidico fue marcado con Cy5 y complejos donde el chitosan fue marcado con
rodamina. Se determind que el DNA plasmidico se localizé extracelular e intracelular
posterior a la aplicacién y que la presencia del chitosdan y el DNA plasmidico disminuye
conforme transcurre el tiempo. Estos resultados coinciden con la permanencia de chitosan
en la regién cervicovaginal, determinados a partir de raspados cervicales, verificados en
geles de electroforesis en agarosa y visualizados con un equipo Typhoon para detectar
solo la Rodamina. Se observé que la sefal de Rodamina disminuye a través del tiempo, y
gue a las 72 horas la sefial se pierde completamente. Estos resultados indican que el
chitosan encapsula la pDNA y favorece la transgénesis en las células epiteliales de la
mucosa cervicovaginal.

Por otro lado, usando un modelo experimental de cancer cervicouterino en ratones
hembra Balb/c singénicos mediante la inoculacion de células BMK16/myc, se evalud la
administracion local de 5 pg de pDNA que expresa el gen de IL-12 encapsulado en
microparticulas de chitosan en el modelo de céncer generado. Se realizaron raspados
cervicovaginales a diferentes tiempos para determinar la expresion de los oncogenes E6 y
E7 mediante RT-PCR en tiempo real. Se determind que la expresién de los oncogenes E6 y
E7 disminuye después de la aplicacidon de los complejos chitosan-pDNA (IL-12). Lo que nos
indica que la administracion del gen de IL-12 ejerce un efecto antitumoral. Por lo que esta
estrategia tiene un gran potencial como tratamiento tépico para el control de lesiones
premalignas y del CaCU asociadas a la infeccién de VPH.
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ANTECEDENTES

Epidemiologia del Cancer Cervicouterino

El cancer cervicouterino (CaCU) es el tercer cancer mas comunmente diagnosticado y la
tercer causa de muerte por cdncer en mujeres a nivel mundial, lo que representa el 9%
(529,800) de nuevos casos de cancer y un 8% (275,100) del total de muertes por cancer
entre mujeres en 2008.! Aproximadamente el 86% de los casos ocurren en paises en
desarrollo y regiones altamente marginadas (53,000 en Africa, 31,700 en América Latina y
el Caribe y 800,159 en Asia), lo que representa el 13% de los canceres femeninos. Las
regiones de alto riesgo son el Africa Oriental y Occidental (Tasa estandarizada por edad
mayor a 30 por 100,000), Africa del Sur (26.8 por 100,000), Asia central y meridional (24.6
por 100,000), América del Sur y Africa central (23.9 y 23.0 por 100,000). Mientras que las
tasas mas bajas se encuentran en Asia Occidental, América del Norte y Australia/Nueva
Zelanda (menos de 6 por 100,000) (Figura 1).%2

INCIDENCIAMUNDIAL 2008 MORTALIDAD MUNDIAL 2008

, é S
o G PE
N & 3 4:!'" \.# "

0 58 122 210 347 57
Tasas de incidencia estandarizadas por edad por 100,000

Figura 1. Incidencia y mortalidad por cancer cervicouterino en el mundo.
GLOBOCAN 2008 (IARC), Seccién de Informacion sobre el Cancer.

Particularmente, México tiene una poblacidn de 37.45 millones de mujeres mayores de 15
anos de edad que estan en riesgo de desarrollar CaCU. Las estimaciones actuales indican
gue cada ano 10,186 mujeres son diagnosticadas con cancer de cuello uterino y mueren
5,061 a causa de esta enfermedad.® El CaCU es el segundo tipo de cdncer mas frecuente
dentro de la poblacién femenina mexicana, con una tasa de incidencia cruda anual del
15.5% y una mortalidad del 12.9% en mujeres de todas las edades.'® Durante el periodo
1990-2000 se reportaron un total de 48,761 defunciones por CaCU, lo que representé un
promedio de 12 mujeres fallecidas cada 24 horas, con un aumento de mortalidad anual de
0.76%. En 2007, las muertes de mujeres entre 25 y 44 afios se debieron principalmente a
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tumores malignos; siendo el cdncer de mama y cervicouterino los principales causantes de
los decesos de mujeres mexicanas de este grupo de edad, donde el CaCU alcanzé un
indice de mortalidad estimado de 10.2 defunciones por cada cien mil mujeres.?°

Este tipo de cdncer es prevenible y tratable cuando el diagndstico se realiza en forma
oportuna. Con la finalidad de reducir la mortalidad y morbilidad causadas por el CaCU, en
1994 se emitid la norma oficial mexicana “NOM-014-5S5A2-1994: Para la prevencion,
tratamiento y control de cdncer del cuello del utero”, la cual tiene como objetivo principal
uniformar los principios, politicas, estrategias y criterios de operacion tanto en el
programa nacional de tamizaje (PNT-CaCU) como en el tratamiento de los casos
identificados.?! Adicionalmente, se ha desarrollado el programa de accién especifico 2007-
2012 en CaCU, el cual tiene como objetivo disminuir las tasas de morbilidad y mortalidad
por CaCU, a través de la provisién de servicios 6ptimos en la promocién, prevencion,
deteccién, diagnodstico, tratamiento y control del padecimiento asi como de la
participacién responsable de la poblacién en el cuidado de su salud.?? Debido a esto, en
México la mortalidad por CaCU ha mantenido una tendencia descendente los ultimos 15
anos, con una tasa de 25.3 defunciones por 100,000 mujeres de 25 y mas anos de edad en
1990 y de 14.6 en 2006, lo que representa un descenso del 45%. Sin embargo, esta
disminucién no ha sido homogénea en todo el pais, ya que la mayor mortalidad se
encuentra en estados con un menor indice de desarrollo humano y en zonas rurales.??2*
Por lo tanto, esta neoplasia merece atencion especial en la salud publica para el desarrollo
de nuevas estrategias para su deteccidn, control y tratamiento.

Factores de riesgo asociados al Cancer Cervicouterino

A pesar de su potencial oncogénico, la infeccién por VPH es un fendmeno transitorio que
puede revertirse espontdneamente o permanecer en estado latente en el 80% de los
casos detectados, por lo que es considerado como una causa necesaria ms no suficiente
para el desarrollo de CaCU.# Se han establecido diversos factores y cofactores de riesgos
involucrados en el desarrollo de esta neoplasia, los cuales pueden ser considerados como:
a) Factores ambientales: Infeccién por VPH en la mujer y el hombre,? 26 b) Factores
sociales: Respuesta del sistema de salud, barreras culturales, nivel de pobreza, educacidn,

27

infraestructura y saneamiento,?* c) Factores epidemioldgicos: Multiples parejas

sexuales, multiparidad, tabaquismo, desnutricidn, niveles hormonales, uso de
anticonceptivos hormonales por mas de cinco afios, coinfeccién con otros patégenos,?® 2°
d) Factores genéticos: Susceptibilidad genética a la infeccion (polimorfismos) vy
persistencia viral,?’” e) Factores del hospedero: Inmunogenética, inmunosupresion,
expresion de citocinas inmunosupresoras y proinflamatorias, mecanismos de evasién de la

respuesta inmune, alteraciones en oncogenes (myc, ras) y antioncogenes (p53, pRb), 3033
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f) Factores por la infeccion por VPH: Tipo de VPH (bajo, intermedio o alto riesgo) y variante
de VPH.3435 (Figura 2).

F. Sociales: F. Ambientales: F. Epidemiolégicos:
Respuesta del sistema de salud, cobertura del ‘ Mujer infectada con VPH vy _ Niveles hormonales, tabaquismo, desnutricién,
programa de tamizaje, barreras culturales, nivel hombre portador de VPH multiparidad, infecciones asociadas, muiltiples

de pobreza, infraestructura y saneamiento. I parejas sexuales.
VR F. Genéticos: F. Huésped:
Tipo de variante, virus de bajo, - VPH-Huésped - Inmunogenética, inmunosupresion
intermedio, alto riesgo. P (IL-10 y TGF-B)
Persistencia viral B Persistencia viral
Favorecida por la integracion de genoma CANCER Favorecida por inmunosupresion.

viral y expresion de oncogenes virales. CERVICOUTERINO

Figura 2. Factores determinantes del desarrollo del cancer cervicouterino.
Fuente: Torres-Poveda KJ, et al. 2008%’

Particularmente, la marginacion y la pobreza son dos variables socioeconémicas que
incrementan el riesgo de morir por CaCU debido a que son formas de exclusién de las
mujeres a los servicios de atencién ginecoldgica, aseverando la inequidad de género.?* Por
lo cual, es necesario mejorar el acceso a los servicios de salud en comunidades
vulnerables, optimizar los programas de detecciéon temprana del CaCU actuales e
implementar nuevas herramientas para la deteccion de la infecciéon por VPH vy el
tratamiento de lesiones precancerosas y neoplasias del cérvix en la poblacién femenina.

Virus del Papiloma Humano y Cancer Cervicouterino

La infeccidon persistente por VPH de alto riesgo en el epitelio cervical es una causa
necesaria para el desarrollo de CaCU.* En la actualidad se conocen mas de 100 genotipos
de VPH que han sido subdivididos en tipos de bajo riesgo, los cuales se encuentran en
verrugas o papilomas genitales; y los tipos de alto riesgo, los cuales se han encontrado
asociados al desarrollo de CaCU en mas de 95% de los casos (Tabla 1).3¢ Los genotipos de
VPH 16 y 18 han sido los mas frecuentemente asociados al desarrollo de lesiones pre-
cancerosas y carcinomas ano-genitales, con un 50-70% de los casos para VPH 16 y 7-20%
de los casos para VPH 18.%7 La infeccién es comUinmente transmitida por contacto sexual y
genera una lesién escamosa intraepitelial de bajo grado (LEIBG) en las mujeres.?® La
mayoria de las lesiones leves o moderadas revierten espontdneamente en 6-12 meses
después de su aparicion en individuos inmunocompetentes. Solo un pequefio porcentaje
persiste y progresa al establecimiento de lesiones intraepiteliales de alto grado (LIAG), de
las cuales solamente una fraccidn progresa a CaCU.3 Este hecho sefiala la coexistencia de
otros factores que estan asociados al desarrollo del CaCU, lo que significa que la infeccién
viral es causa central pero no suficiente en el desarrollo de CaCU.
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Tabla 1. Tipos de VPH en lesiones genitales
LESION GENITAL TIPO DE VPH
Condiloma acuminado 6,11,42,44,51,53,83

6,11,16,18,26,30,31,33,34,35,39,40,42,43,45,51,52,53,54,55,

Neoplasia intraepitelial o . <0 o9 ¢1 62 64.66,67,68,69,70,71,73,74,79,81,82,83,84

Cancer cervical y otros

. . 16,18,31,33,35,39,45,51,52,54,56,58,59,66,68,69
canceres anogenitales

Modificado de: zur Hausen, 2002

Virus del Papiloma Humano

El VPH pertenece a la familia Papillomaviridae, un grupo de virus relativamente pequenos.
Los papilomavirus son virus con capsides icosaédricas que pueden infectar las capas
basales de la epidermis y el epitelio de la mucosa y replican su genoma en el nucleo de las
células hospederas infectadas.3? 4% Su genoma viral estd constituido por DNA circular de
doble cadena con una longitud de aproximadamente 8,000 pb, el cual contiene ocho
marcos abiertos de lectura (Open Reading Frames, ORF’s).> El genoma del VPH puede ser
dividido en tres regiones: la region temprana (E), la region tardia (L) y una region larga de
control (LCR).** (Figura 3)

Las tres regiones en los papilomavirus estan separadas por dos sitios de poliadenilacion
(PA): los sitios PA temprano (PAE) y PA tardio (PAL).*! Dentro de la regién tardia se
encuentran las proteinas L1 y L2. La proteina L1 es el elemento estructural primario, los
viriones infecciosos contienen 360 copias de la proteina organizados en 72 capsémeros. La
proteina L2 es un componente menor del virion y se encuentra en el centro de los
capsdmeros pentavalentes de los vértices del virion. Ambas proteinas desempefian una
funcion importante mediando la infectividad eficiente del virus.”

La regién temprana contiene a los oncogenes E5, E6 y E7 que modulan los procesos de
transformacidn e inmortalizacién celular, y a los genes que codifican para las proteinas
reguladoras E1, E2 y E4 que modulan la transcripcién y replicacion.® Las proteinas E1, E2,
L1 y L2 son altamente conservadas entre los papilomavirus. Existe evidencia de que su
genoma es muy estable y los cambios por mutacién o recombinacidén en su secuencia son
eventos muy raros.®
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Figura 3. Organizacion del genoma viral de VPH 16.
Modificado de Doorbar, 2006

La region LCR es un segmento de aproximadamente 850 pb que no codifica para
proteinas. Sin embargo, este segmento contiene el origen de replicacidon, una region
promotora (P97 en VPH16), cuatro sitios de unién para la proteina viral E2, un Unico sitio
de unidn para la proteina viral E1 y multiples sitios de unién para por lo menos doce
diferentes factores de transcripcion como AP-1, cEBP, receptor de glucocorticoides,
receptor de progesterona, NF1, NF-IL6, Oct-1, PEF-1, TEF-1, TEF-2, Sp1y YY1.41-43

Patogénesis del CaCU - Ciclo viral

El ciclo vital del VPH inicia con el ingreso del virus a las células epiteliales de la capa basal
(células proliferativas), donde las particulas infectan a las células basales a través de una
microlesién en el epitelio estratificado.** No se ha identificado un receptor de membrana
definido para la entrada del virus, sin embargo, se piensa que los proteoglicanos de
heparan-sulfato tienen una funcién importante en la unidn inicial y que existe un segundo
receptor que interactta con la proteina L2 de la capside viral.*> #® La internalizacién del
virus ocurre mediante endocitosis de vesiculas cubiertas de clatrina.**

Inicialmente, el genoma viral se encuentra como un episoma estable (sin integracion al
genoma de la célula hospedera) manteniendo un bajo nimero de copias e inicia la
expresion de las proteinas E1 y E2. Estas proteinas forman un complejo que se une a
secuencias del origen de replicacidn viral y reclutan polimerasas celulares y proteinas
accesorias para mediar la replicacién. La proteina E1 tiene también actividad de helicasa,
permitiendo la separacion de las hebras de DNA viral delante del complejo de replicacién.
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La proteina E2 es un factor de transcripcion que se une al DNA sitios-especificos, que no
solo ayuda a reclutar E1 al origen, sino que también desempefa una funcién importante
en la regulacidn de la transcripcion viral.> 3° En las capas superiores del epitelio, el genoma
viral se replica mas y los genes tardios L1 y L2 son expresados. Estos genes encapsidan los
genomas virales para formar una nueva progenie de viriones en el nucleo, los cuales son
liberados y pueden generar una nueva reinfeccion.*’

En estadios mas avanzados, el DNA viral se integra al genoma de la célula hospedera. Este
proceso causa el rompimiento de la doble cadena de DNA viral afectando el marco de
lectura abierto (ORF) del gen E2 permitiendo la expresién de los oncogenes E6 y E7 de
forma constitutiva.*® Asi, la pérdida de la funcién represora de E2 representa un factor
critico en la progresion de la lesion en el cuello uterino, propiciando su desarrollo a
carcinoma in situ. La oncoproteina E6 se une a la proteina supresora de tumores p53,
como parte de un complejo trimérico con la ligasa de ubiquitina celular E6GAP, que
conduce a la rapida degradacién de p53. E6 también puede retener a p53 en el
citoplasma, bloqueando su translocacién al nucleo y asi inhibiendo su funcién
independientemente de su degradacién.> 3° La oncoproteina E7 se une a los supresores de
tumor de la familia de retinoblastoma (Rb). La familia pRb controla la replicacién celular,
la unién de E7 a la forma activa hipofosforilada de pRb conduce a la liberacion de los
factores de transcripcion E2F independientemente de la presencia de factores de
crecimiento externos, lo que favorece el progreso de la fase S del ciclo celular y por lo
tanto la replicacién celular. Adicionalmente, E7 también se asocia con otras proteinas
como desacetilasas de histonas, AP1 e inhibidores de los complejos CDK como p21y p27.%
> 39 47 por |o tanto, la expresidn constitutiva de los oncogenes E6 y E7 que estdn
relacionados con la transformacién e inmortalizaciéon de la célula hospedera, merece
especial atencidn ya que permite entender los mecanismos moleculares de oncogénesis
viral en humanos y representan un blanco apropiado para el desarrollo de nuevas
estrategias terapéuticas contra el CaCU (Figura 4).
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Figura 4. Desarrollo del cancer cervicouterino y expresion de proteinas virales.
Modificacdo de Woodman et al, 2007.

Respuesta inmune contra la infeccion por VPH y CaCU

El VPH como otros virus, utiliza la maquinaria celular para replicarse y expresar sus
proteinas virales. Una vez que el VPH infecta el epitelio cervical, define una poblacién viral
no productiva donde mantiene la replicacién del DNA viral en un bajo nimero de copias,
de forma episomal. Durante esta etapa el DNA viral se distribuye difusamente por las

células basales proliferantes y al mantener un nimero reducido de copias impide la
activacion de la respuesta inmune.*®

La respuesta inmune del huésped posee diversos mecanismos que le permiten reconocer
y eliminar las células transformadas, por lo que es un factor clave en la regresién o
progresion de las lesiones asociadas a la infeccidn por VPH. Las células tumorales son
reconocidas, a través de la respuesta inmune innata, mediante un proceso independiente
de antigeno mediado por un patrén de receptores y de moléculas de superficie celular
expresados en la célula tumoral. Las células asesinas naturales (células NK) reconocen a
las células tumorales debido a que estas mantienen una baja o nula expresién de las
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase |, asi como de los
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ligandos MICA y MICB de los receptores NKG2D de las células NK.*® La presencia de
macrofagos infiltrantes y células NK en la regresién de verrugas genitales sugiere que la
respuesta inmune innata es la primera linea de defensa contra la infeccién por VPH.>% >!

Por otro lado, la respuesta inmune adaptativa requiere del reconocimiento de antigenos
tumorales para reconocer y eliminar las células tumorales a través de las células efectoras
de la respuesta inmune. La respuesta inmune celular, especialmente los linfocitos T
antigeno especificos, es probablemente el mecanismo de defensa mas importante contra
las células infectadas por el VPH.>? La inmunidad viral es iniciada por el acoplamiento del
receptor de linfocitos T a péptidos especificos derivados del virus o del tumor,
presentados por el MHC clase 1.°% >3 Para esto, los linfocitos T requieren que las células
dendriticas (DC) previamente capturen y procesen el detritus celular tumoral y migren a
los nddulos linfaticos regionales.’® En este proceso se activan tanto los linfocitos T CD4* y
CD8* especificos contra péptidos tumorales, los cuales son reconocidos a través de las
moléculas del MHC. Una eficiente respuesta de linfocitos T CD8" se caracteriza por la
generacion y expansion clonal de linfocitos T citotéxicos (LTC), que son capaces de
reconocer y eliminar a las células tumorales.>® Adicionalmente, los linfocitos T CD4*
dirigen la respuesta inmune antitumoral, mediante la induccién y activacion de los
linfocitos T CD8* citotdxicos a través de la produccion de citocinas.>® La diferenciacién de
linfocitos T CD8 virgenes a LTC ocurre en respuesta a dos sefiales: la presentaciéon del
péptido antigénico al MHC clase | y una sefial coestimuladora.>?

Sin embargo, existen mecanismos de evasidn de la respuesta inmune generados por los
propios tumores como consecuencia de la expresidon y represiéon de varios genes
importantes en la respuesta inmune.*® Dentro de estos mecanismos se encuentran: la
falta de expresion de antigenos tumorales, la expresion de la proteina de superficie Fas y
su ligando, la baja expresion del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase |, la
disminucién de la expresion de genes que codifican para la expresion de las proteinas
TAP1/TAP2 (proteinas transportadoras de antigeno), baja expresién de moléculas
coestimuladoras como B7 y de la cadena zeta (§) del complejo TCR/CD3.40. 5558
Adicionalmente, se ha reportado la produccion de citocinas inmunosupresoras como IL-4,
IL-10 y TGF-B1 en tumores cervicales que favorecen la progresion del proceso neoplasico y
disminuyen la sintesis de citocinas mediadoras de la respuesta inmune celular que
incrementan la actividad de macréfagos, células T citotdxicas y células naturales asesinas
(NK).3% %9 Ademds, se ha determinado que la expresidon de la IL-10 es directamente
proporcional al grado de avance del CaCU, y que existe una correlacién entre la expresién
de esta citocina y la presencia de la infeccién de VPH 16.33 Estos eventos favorecen la idea
de que la respuesta inmune local tiene un papel importante en la historia natural de la
infeccion por VPH del cuello uterino. Por lo que ahora el reto es revertir el estado de
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inmunosupresion local y activar la respuesta inmune antitumoral para lograr Ia
eliminacion de los tumores.

Citocinas y Microambiente Tumoral

Las citocinas son proteinas de bajo peso molecular que pueden permanecer unidas a la
membrana celular o secretarse en respuesta a estimulos como: estrés celular, lesiones
inducidas por carcindgenos, infecciones o inflamacién.®® Muchos de los eventos de la
respuesta inmune estan regulados por estas moléculas, las cuales son secretadas
principalmente por linfocitos T CD4*. Las citocinas pueden ejercer su funcion de manera
autocrina modulando la actividad celular, o de manera paracrina al inducir la produccion
de otras citocinas mediante otras estirpes celulares. Asimismo, las citocinas son
importantes en la regulacion de la proliferacion y diferenciacion celular, en la quimiotaxis
celular y en la activaciéon de células de la respuesta inmune.*® En este contexto, las
citocinas estimulan la respuesta del hospedero al controlar el estrés y la homeostasis
celular.

Las citocinas son mensajeros moleculares que permiten a las células del sistema inmune
comunicarse entre si para generar una respuesta coordinada y robusta, pero autolimitada
a un antigeno blanco. Aunque muchas formas de comunicacién del sistema inmune se
producen a través de interaccion directa célula-célula, la secrecidn de citocinas permite la
rapida propagacion de la sefializaciéon inmune de una manera polifacética y eficiente.®? Por
otro lado, algunas citocinas estimulan directamente a las células inmunoefectoras y a las
células del estroma en el sitio del tumor, y aumentan el reconocimiento de las células
tumorales por las células efectoras citotdxicas.®! Igualmente, las citocinas pueden actuar
sobre la célula tumoral (citélisis, dafo vascular y diferenciacion celular), aumentando la
expresion de moléculas del MHC clase | y Il, moléculas de adhesién y otros antigenos
especificos de tumor. Asimismo, las citocinas pueden reclutar, expandir, estimular células
efectoras contra el tumor (linfocitos T CD8* citotéxicos, NK’s etc.), inhibir la angiogénesis e
inducir la expresion de otras citocinas con propiedades similares.!?

En general, pueden distinguirse dos grupos de citocinas en base en su participacién en los
procesos de infeccion y/o inflamacion: a) Las citocinas proinflamatorias, que estan directa
o indirectamente involucradas en los procesos inflamatorios y promueven la respuesta
inmune mediada por células, como la interleucina (IL)-1, IL-2, IL-6, IL-12 el interferén
gamma (IFN-y) y el factor de necrosis tumoral (TNF-a), y b) las citocinas antiinflamatorias
(IL-4, IL-10 e IL-13) las cuales suprimen la actividad de las citocinas proinflamatorias y son
potentes mediadores de los linfocitos B.'> ¢ Por lo tanto, el perfil de expresiéon de
citocinas presentes en una enfermedad determinara el tipo de respuesta inmune que se
genere.
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Recientemente, se ha reportado que en diferentes neoplasias se genera un
microambiente tumoral debido a la expresidon o represién de genes importantes en la
respuesta inmune y en la célula tumoral. Lo cual promueve el aumento en la expresién de
citocinas antiinflamatorias y una disminucién en la expresién de citocinas proinflamatorias
lo que favorece la progresién del proceso neopldsico.b?®* Particularmente, en CaCU se ha
observado un aumento en la expresién de citocinas antiinflamatorias como IL-4, IL-10 y
TGF-B, generando un estado de inmunosupresion local.?> 336566 A favor de esta hipétesis,
se han reportado varias alteraciones de la respuesta inmune en pacientes con lesiones
cervicales pre-malignas y malignas como baja expresién de moléculas del MHC clase |,
disminucién de la expresion de moléculas coestimuladoras, baja expresién de CD25* y de
la cadena Zdel complejo TcR/CD3 en linfocitos infiltrantes de tumor y células NKTs.*3

Interleucina 12 (IL-12) y sus propiedades antitumorales

La inteleucina 12 (IL-12), es una citocina heterodimérica que es secretada principalmente
por células presentadoras de antigenos en respuesta a la presencia de antigenos como
lipopolisacdrido (LPS), DNA bacteriano, RNA de doble cadena e infecciones virales.®” El
heterodimero de IL-12 esta compuesto por una cadena ligera de 35-kDa (conocida como
p35 o IL-12a) y una cadena pesada de 40k-Da (conocida como p40 o IL-12f3) unidas por
dos puentes disulfuro, que son codificadas por dos genes diferentes.®® La subunidad p35
tiene homologia con otras citocinas de cadena sencilla, mientras que la subunidad p40 es
homoéloga al dominio extracelular de miembros la familia de receptores de citocinas
hematopoyéticos.®® Ambas subunidades deben ser producidas dentro de la misma célula
para tener el dimero bioldgicamente activo p70.7°

Aunque la IL-12 fue identificada y purificada originariamente de sobrenadantes de una
linea celular linfoblastoide B humana transformada por el virus de Epstein-Barr, se sabe
qgue los principales productores de IL-12 son las células del sistema inmune innato y
células presentadoras de antigeno (Tabla 2). La produccion de IL-12 estd estrechamente
regulada por otras citocinas, principalmente IFN-y, TNF-a y el factor estimulante de
colonias granulocitos y monocitos (GM-CSF). Sus principales células blanco son los
linfocitos T y células NK. IL-12 también afecta la funcién de linfocitos B y células
progenitoras hematopoyéticas, por lo que IL-12 es considerada como un vinculo
importante entre la respuesta inmune innata y adaptativa.’?® 70 IL -12 dirige la
diferenciacién de células Thl contra células Th2 caracterizado por un incremento en la
produccidn de IFN-y e IL-12 y una disminucién en la produccidén de citocinas IL-4, IL-5 e IL-
10.
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Tabla 2. Células productoras de IL-12

Grupo Celular Tipo Celular
Monocitos
Macrdéfagos
. i Células de Kupffer
Monocitos/macréfagos . )
Células mesangiales
Microglia
Astrocitos
i ) Células dendriticas
Células Presentadoras de Antigeno ,
Células de Langerhans
Células polimorfonucleares
Otros tipos celulares Mastocitos

Keratinocitos
Modificado de Hasko & Szabd 1999

Adicionalmente, la IL-12 induce efectos antiangiogénicos inhibiendo asi la metastasis y la

formacién de tumores.”?

IL-12 ejerce su efecto bioldgico uniéndose a receptores
especificos de superficie celular en sus células blanco. El receptor de alta afinidad de IL-12
esta formado por la coexpresion de dos subunidades (IL-12RP1 e IL-12RB2) que activan a
la cascada de transduccion de sefiales JAK-STAT. Ambas subunidades son necesarias para
proporcionar la energia de enlace, sin embargo, la subunidad IL-12RB2 es necesaria para la
trasduccién de sefial. La estimulacién del receptor de IL-12 en células blanco se da
mediante el receptor asociado a tirosin-cinasas JAK2 y TYK2, y a los factores de
transcripcion STAT1, STAT3, STAT4 y STATS5; siendo STAT4 el mediador predominante de la

respuesta celular activada por IL-12 7> 71 (Figura 5).

Debido a sus propiedades como inmunoestimulador, su actividad antitumoral, la
prevencion del desarrollo de metdstasis y su efecto antiangiogénico; ésta citocina ha sido
ampliamente utilizada en terapia génica en diversos modelos experimentales como cancer
alveolar,’? cancer de mama,’® sarcoma de Ewing,’* neuroblastoma,’> entre otros. Donde
se han demostrado sus efectos en la regresién o inhibicién del crecimiento del tumor y la
prevencion de metdstasis. Se ha reportado que segun el modelo de tumor, la IL-12 puede
ejercer sus actividades antitumorales a través de las células T, células NK o células NKT, asi
como mediante la induccidn de citocinas como IFN-y.’® La supresion de angiogénesis por
IL-12 es dependiente de su habilidad para inducir la expresidon de INF-y y reducir la
expresion de metaloproteasas que tienen una funciéon importante en la remodelacién de
la matriz celular, un proceso requerido durante la neoangiogénesis.””’
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Figura 5. Receptor de IL-12 y transduccién de seial.

La actividad de IL-12 ha sido probada en pacientes con tumores sélidos avanzados y
malignidades hematopoyéticas con resultados prometedores.”® Sin embargo, |la
administracion sistémica de IL-12 en pacientes, es limitada debido a su toxicidad
dependiente de la dosis.®® 7! Por lo que la expresién local y eficiente del gen que codifica
para IL-12 en el tumor manteniendo bajas concentraciones de IL-12 en el suero,
representa un enfoque alternativo a la inmunoterapia a fin de evitar la toxicidad sistémica
causada por la administracién de la proteina recombinante.

Vacunas contra CaCU

El CaCU se aborda desde diferentes perspectivas para su prevencion, diagndstico, control
y tratamiento. Tradicionalmente, los programas de salud tienen un enfoque basado en la
deteccién temprana mediante el tamizaje para identificar de manera precoz los signos y
sintomas de cancer que lleven al diagndstico y tratamiento tempranos.?? Sin embargo,
este enfoque esta cambiando debido a las investigaciones cientificas y tecnoldgicas en el
campo del CaCU, que han aportado un conocimiento profundo en la biologia del VPH para
el desarrollo de vacunas profilacticas y terapéuticas como una nueva opcién para la
prevencion de las infecciones por VPH y el tratamiento de las infecciones establecidas.
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Vacunas Profilacticas

Actualmente, existen en el mercado dos vacunas profilacticas aprobadas por la Food and
Drug Administration (FDA) enfocadas a la prevencién de la infeccidn por el VPH. Gardasil®
(Merck & Co. Inc.) es una vacuna tetravalente recombinante preparada por ingenieria
genética en un sistema de levadura que expresa la proteina L1 de los VPH tipos 6, 11, 16 y
18.8 Por otro lado, Cervarix (Glaxo Smith Kline) es una vacuna recombinante compuesta
por particulas parecidas al virus que se derivan de las proteinas de la capside L1 del VPH
de los tipos 16 y 18. Esta vacuna ha sido formulada con un nuevo sistema adyuvante, el
AS04, con el objetivo de inducir una respuesta inmune mas eficiente y prolongada. Al igual
gue la anterior vacuna, al no contener material genético, no puede causar infeccion en el
hospedero.” Estas vacunas son aplicadas en mujeres adolescentes en edades de 9 a 15
anos y en mujeres con edades de 15 a 25 anos, sin infeccion por el VPH y sin lesién (Tabla
3). Los modelos matematicos predicen que los programas de vacunacion para mujeres
jovenes reduciran sustancialmente la incidencia de CaCU si la cobertura de la vacuna es
alta (>70%) vy la proteccion inducida por la vacuna tiene una duracién =10 afios.”®

Adicionalmente, se pretende que se tenga proteccion de por lo menos 70% de los casos
de céncer cervical asociados a los VPH 6, 11, 16 y 18.8° En estudios realizados con mas de
20,000 mujeres entre 9-26 afios de edad, se ha observado que las vacunas son seguras y
no causan efectos secundarios serios.®? El seguimiento de cohortes (4-5 afios) ha
mostrado que un mes después de la aplicacion de la tercera dosis de la vacuna,
aproximadamente el 100% de las mujeres de 15-26 afios de edad en ensayos con ambas
vacunas tuvieron niveles detectables de anticuerpos para cada genotipo de VPH, siendo
los niveles 10-110 veces mayores comparado con la infeccidon natural.#2 Ambas vacunas
han demostrado tener una eficacia superior al 90% contra la infeccién persistente de los
genotipos 16 y 18 en mujeres que recibieron tres dosis de la vacuna contra VPH.83 84

Las vacunas profilacticas contra la infeccién por VPH representan un gran progreso en el
control del CaCU, sin embargo existe una alta prevalencia de infeccién por VPH en el
mundo. Mds del 80% de los casos de CaCU ocurren en paises en vias de desarrollo y
debido a la alta prevalencia de infeccion por VPH y los afios que se requieren para el
desarrollo de CaCU; las vacunas profilacticas contra la infeccidon del VPH necesitan tener
una buena cobertura y su aplicacién prologada para reducir el nimero de casos de CaCU
asociados a la infeccién por VPH. Asimismo, el alto costo de las vacunas actuales
representa un gran obstaculo para su implementacidn en los paises en vias de
desarrollo.?> Adicionalmente, estas vacunas son estrictamente profildcticas, los datos
actuales no indican que la vacunacidn tenga un efecto terapéutico en la infeccién por VPH
o enfermedades asociadas.?! Por lo tanto, es necesario seguir apoyando el desarrollo de
nuevas estrategias terapéuticas para el tratamiento de lesiones precancerosas y del CaCU.
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Tabla 3. Comparacion de las vacunas profilacticas contra la infeccién por VPH

Caracteristica

Genotipos de VLPs

Sistema de expresion

Adyuvante

Esquema Recomendado

Precio aproximado (Délares)
Aprobada para edades
Titulos de anticuerpos un mes

Vacuna Cuadrivalente
Merck [Gardasil]

6,11, 16,18
Levadura [Saccharomyces
cerevisiae]
225 ug Sulfato de

Hidroxifosfato de Aluminio
(Adjuvante de Aluminio Merck)

Dosis intramuscular de 0,5 mL
0, 2, 6 meses

$ 120 por dosis

9-26 afios

VPH 6: 11 veces

Vacuna Bivalente GSK
[Cervarix]
16, 18

Sistema de expresién en células de

insecto - Baculovirus

AS04 compuesto de: Hidroxido de
Aluminio (500 pg) 50 pg MPL (3-O-

desacyl-4'-monofosforil lipido A)

Dosis intramuscular de 0,5 mL
0,1, 6 meses

$ 100 por dosis
10-25 afios

después de completado el VPH 16: 107 veces

esquema de vacunacion
comparados con la infeccion
natural

VPH 11: 7 veces
VPH 16: 105 veces
18: 82
VPH 18: 19 veces VPH 18: 82 veces

Tomado de: Cutts et al, 2007.
Vacunas Terapéuticas

Varias vacunas terapéuticas han sido desarrolladas, principalmente contra VPH 16, e
incluso algunas han sido probadas en ensayos clinicos.2® Estas pueden ser usadas para el
tratamiento de lesiones establecidas y tumores malignos generando inmunidad mediada
por células contra las células infectadas por VPH.®” El desarrollo de una estrategia
terapéutica involucra la seleccién de blancos antigénicos de VPH que sean expresados
continuamente en las células infectadas y células con cancer, debido a esto, la seleccién
del antigeno es de suma importancia para el disefio de una vacuna terapéutica contra
VPH.® 87 Particularmente, las proteinas E6 y E7 codificadas por el VPH representan
blancos ideales para el desarrollo de vacunas terapéuticas, ya que son expresadas
constitutivamente en tumores asociados a VPH y son criticas en la induccién vy
mantenimiento de la transformacion celular en células infectadas por VPH. Es por esto
gue muchas vacunas terapéuticas estan enfocadas principalmente en la estimulacién y
activacion de células T dirigidas hacia las proteinas E6 y/o E7.11 8> 8789 Exjsten diferentes
plataformas que se han utilizado en el desarrollo de vacunas terapéuticas contra la
infeccion por VPH. Estos métodos incluyen el uso de vacunas basadas en péptidos o
proteinas, vectores vivos, replicones de DNA o RNA y células completas; la tabla 4 resume
las ventajas y desventajas de cada estrategia.?> 8’

Vacunas basadas en vectores vivos
Las vacunas basadas en vectores vivos pueden ser divididas en dos grandes grupos: a)

Vectores bacterianos y b) Vectores virales. Los vectores virales y bacterianos,
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especialmente aquellos que son capaces de replicarse en el hospedero, son altamente
inmunogénicos y facilitan la propagacion intracelular del antigeno.®® Sin embargo, existen
algunos aspectos en seguridad que deben ser considerados.

Vacunas basadas en vectores bacterianos.

Las bacterias atenuadas pueden ser utilizadas para liberar genes o proteinas de interés en
células presentadoras de antigeno. Existen diferentes vectores bacterianos que han sido
probados para su uso en vacunas terapéuticas contra VPH, como Listeria
monocytogenes®®, Lactobacullis lactis®* y Lactobacillus plantarum.®? Estas vacunas han
demostrado ser capaces de provocar una fuerte respuesta inmune mediada por células T
especificas contra E7. En particular, L. monocytogenes ha emergido como un prospecto de
vacuna debido a su habilidad para infectar monocitos/macréfagos y secretar listeriolisina
O, y asi permitir la evasion de fagosomas. La listeriolisina O permite a Listeria estar
presente tanto en el citoplasma como en compartimentos endosomales, lo que resulta en
una presentacién de antigeno a través del MHC clase | y Il, generando una respuesta
inmune tipo CD8" y CD4*, asi como inducir regresion de tumores establecidos.?” %3
Recientemente se ha demostrado que las vacunas contra E7 basadas en Listeria pueden
inducir la regresion de tumores soélidos implantados en ratones transgénicos con la
expresion especifica de las oncoproteinas E6 y E7 de VPH 16 en tejido.®*

Vacunas basadas en vectores virales.

Las altas tasas de eficiencia de infeccion y expresidon de antigenos codificados hacen a los
vectores virales una opcion factible en vacunas terapéuticas contra VPH. Las vacunas
basadas en vectores virales incluyen a virus como el virus vaccinia, adenovirus, virus
adeno-asociados, entre otros.’®> Dentro de los cuales, el virus vaccinia es considerado
particularmente prometedor para inmunoterapia antigeno-especifica debido a su alta
eficiencia de infeccién.?” Las construcciones de virus vaccinia que codifican para E7 ligada
a proteinas que aumentan la presentacion de antigeno en células dendriticas han
mostrado generar una respuesta inmune especifica para E7 que puede causar regresion
de tumores que expresan E7 en ratones.’® Por otro lado, los adenovirus también han
mostrado resultados prometedores. Un estudio reciente demostrd que la vacunacién con
adenovirus deficientes de replicacion que codifican para la proteina de fusién CRT/E7
confieren inmunidad contra tumores que expresan E7, y erradican tumores establecidos
en ratones.’” Los virus de RNA, como Senliki Forest Virus (SFV) pueden ser utilizados como
vectores vivos. SFV que expresan E7 de VPH16 pueden inducir células T citotdxicas
especificas contra E7 en ratones transgénicos.’® Esta respuesta puede ser aumentada
mediante la co-administracién de IL-12, inhibiendo la angiogénesis del tumor.%?
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Tabla 4. Caracteristicas de las plataformas utilizadas en el desarrollo de vacunas terapéuticas

Vacunas terapéuticas
basadas en:

Vectores vivos

contra VPH

Ventajas

Variedad de vectores disponibles
Alta inmunogenicidad

Pueden ser modificados para que
expresen citocinas y moléculas co-
estimuladoras

Desventajas

Inmunidad pre-existente

Posible dominancia de respuesta
inmune contra el vectores viral que
contra el antigeno de VPH

Los anticuerpos neutralizantes
restringen la administracién repetida

Riesgo de enfermar

Seguras
Estables

Los epitopos deben ser determinados
Restriccion por HLA

Péptidos Faciles de producir Baja inmunogenicidad
Pueden ser combinadas con multiples
epitopos en péptidos de cadena larga
Seguridad Baja inmunogenicidad
Proteinas Estabilidad Respuesta de LTC limitada

No restriccion por MHC

Células dendriticas

Alta inmunogenicidad
Multiples métodos disponibles para cargar
antigenos

Alto costo
Mano de obra individualizada

Falta de normatividad para su
preparacion

Células dendriticas no necesariamente
migran a nddulos linfoides

Células tumorales

Expresan antigenos tumorales

Seguridad

Mano de obra individualizada

Falta de presentacién antigénica por
células tumorales

Seguridad
Estabilidad
Faciles de producir

Baja inmunogenicidad
No propagacién intercelular
Riesgo de integracion gendmica

DNA Posibilidad de multiples administraciones
Variedad de métodos de liberacion
disponibles
Mayor expresion de antigenos
Seguridad Dificil produccién y almacenamiento -
inestable
RNA Transitorio, no infeccioso No propagacién intercelular

Posibilidad de multiples administraciones
No riesgo de integracion gendmica

Tomado de: Moscicki, 2008
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Vacunas basadas en péptidos/proteinas

Las vacunas basadas en péptidos son estables, faciles de producir y seguras.’® La
administracion de péptidos derivados de antigenos de VPH provee un medio de
vacunacion contra VPH. Estos péptidos antigénicos de VPH son tomados por células
dendriticas y presentados en asociacion con el MHC clase | y/o clase Il en moléculas del
antigeno leucocitario humano (HLA), para montar una respuesta inmune contra el
patdgeno.?” Sin embargo, una limitante es que estas vacunas son MHC especificas. Las
moléculas de HLA son altamente polimérficas por naturaleza, por lo que es necesario
identificar epitopes inmunogénicos especificos de antigenos de VPH. Esto dificulta la
produccidon de una vacuna basada en péptidos que sea efectiva en varios pacientes con
diferentes haplotipos de HLA, resultando poco practico para su produccién a gran escala.
Adicionalmente, las vacunas basadas en péptidos tienen baja inmunogenicidad por lo que
requieren de adyuvantes como citocinas, quimiocinas o moléculas estimuladoras.®

Por otro lado, las vacunas basadas en proteinas contienen todos los epitopes antigénicos,
evitando asi la restriccion por MHC. Sin embargo, a pesar de que estas vacunas son
seguras, tienen baja inmunogenicidad y debido a su naturaleza exdgena, las vacunas
basadas en proteinas son presentadas a través del MHC clase Il, por lo que inducen
principalmente una respuesta mediada por anticuerpos.®> Diferentes vacunas basadas en
proteinas han sido probadas en ensayos clinicos, dentro de los cuales, los que utilizan
proteinas fusionadas han mostrado activar una eficiente respuesta inmune. Frazer y cols.,
probaron en 2004 una vacuna que contenia una fusién de las proteinas de VPH-16 E6/E7
con el adyuvante ISCOMATRIX en un estudio fase |. La administraciéon de esta vacuna
aumento significativamente la respuesta de células T CD8+ contra las proteinas E6 y E7 en

pacientes vacunados comparados con pacientes que recibieron placebo.%!

Vacunas basadas en células

El uso de vacunas basadas en células dendriticas representa una estrategia
potencialmente plausible para el tratamiento de neoplasias asociadas a la infeccién por
VPH. La generacién de estas vacunas requiere de cargar a las células dendriticas con
antigenos virales mediante pulsaciones con péptidos antigénicos o la transduccién de
células dendriticas con DNA, RNA o vectores virales que codifiquen para alguna proteina
viral.102 103 Sin embargo, la preparacion de células dendriticas es costosa, consume
tiempo, requiere del procesamiento individual de células y no existe un criterio estandar

para la evaluacion de la calidad de estas.?’ 88

Se han reportado varios ensayos clinicos de vacunas basadas en células dendriticas en
pacientes con cancer. La mayoria de estos estudios son ensayos fase I/ll enfocados en la
evaluacion de la viabilidad y seguridad de estas vacunas, donde se ha observado induccién
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de respuesta inmune antigeno especifica. Santin y cols., reportaron en 2002 que la
inyeccién subcutdnea de células dendriticas pulsadas con la proteina E7 de VPH-18 en una
paciente con CaCU metastasico permitid la inhibicidon de la progresién del tumor. Aunque
la vacuna no causé la remision en el paciente, el estado de salud de la paciente mejord y
no se observaron efectos adversos.1%

Vacunas basadas en dcidos nucleicos

Las vacunas de DNA han surgido como una atractiva forma de vacuna terapéutica, ya que
tiene varias ventajas sobre otras formas de vacunas terapéuticas. El DNA desnudo es
seguro, estable, relativamente facil de producir y puede ser utilizado para mantener la
expresion de antigenos en células por periodos prolongados de tiempo.%” Comparadas con
vacunas basadas en vectores y células tumorales, las vacunas de DNA son relativamente
seguras y pueden ser administradas repetidamente en el mismo individuo sin perder su
eficacia.®®

Las vacunas de DNA se generan mediante la clonacién de un gen de interés en plasmidos
bacterianos que contienen promotores fuertes para inducir la expresién del gen de interés
en las células. Estos plasmidos generalmente son crecidos en bacterias, se purifican
mediante métodos convencionales y se utilizan mediante inyeccidn directa.!* Aunque los
plasmidos contienen un origen de replicacién que no es funcional en células humanas,
existe cierta preocupacion sobre las posibles consecuencias de inyectar DNA bacteriano
en células humanas, ya que este podria potencialmente integrarse en el genoma del
hospedero causando inestabilidad gendmica, sin embargo no existe evidencia que
demuestre esto.!” 8 No obstante, la evidente seguridad de las vacunas de DNA ha
permitido la relajaciéon en los requerimientos para su aprobacién tanto por la FDA en
Estados Unidos como las autoridades regulatorias competentes en Europa.'® En este
sentido, se han realizado diferentes ensayos clinicos para evaluar su seguridad y potencial
terapéutico. En 2009, Weiner y cols., publicaron los datos sobre seguridad e
inmunogenicidad de la vacuna VGX-3100, la cual esta dirigida contra las proteinas E6 y E7
de VPH 16 y 18, y es liberada in vivo mediante electroporacidn. Esta vacuna es segura,
bien tolerada y genera una respuesta inmune de linfocitos T citotéxicos antigeno-

especifica y anticuerpos contra los diferentes antigenos.®

Terapia génica contra CaCU

La terapia génica consiste en la introduccién de genes en células blanco para prevenir,
curar o evitar la progresion de alguna enfermedad.®’ La terapia génica involucra el uso de
genes para reemplazar algln gen que esté alterado, que codifiquen para un antigeno de
origen infeccioso, tumoral, o para moléculas inmunorreguladoras de la respuesta inmune
como citocinas y quimiocinas.'® En este sentido, esta estrategia ha llamado la atencidon
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como una herramienta util para llevar genes terapéuticos a sitios donde se desarrollan las
neoplasias con diferentes objetivos, dentro de los que se incluyen: a) aumentar el rechazo
inmune del tumor por el hospedero, b) disminuir la proliferacién celular e incrementar el
control del ciclo celular mediante la restauracién de funciones de proteinas como p53 y
RB, c) envenenar especificamente a las células tumorales mediante un disefio de dos
pasos; incorporando una enzima seguido de la administracién de un profarmaco que se
activa especificamente en las células tumorales que albergan la enzima, y d) lisar
especificamente células tumorales defectuosas de las vias p53 o RB mediante virus
oncoliticos, los cuales son capaces de invadir células tumorales.'®® Existen dos tipos
principales de terapia génica, la terapia génica de células germinales y la terapia génica de
células somaticas. La terapia génica de células germinales involucra la introduccion de
genes correctivos en células reproductoras o cigotos, con el objetivo de crear un cambio
genético benéfico en su descendencia; mientras que la terapia génica de células somaticas
consiste en la introduccion de genes en células que no estan relacionadas directamente
con la reproduccion, por lo que los cambios genéticos no son heredados a la
descendencia.’® En este sentido, es posible proponer diferentes formas para abordar la
correccion de genes alterados para reestablecer el fenotipo normal en células
transformadas, tales como la insercion del gen normal dentro de una célula o tejido de
interés para reemplazar el gen, generar un intercambio del gen anormal mediante un
proceso de recombinaciéon homadloga, o bien, por medio de la regulacion de un gen
alterado, es decir, regular la expresién de los genes.!® En cancer, la terapia génica propone
el reemplazo o la modificacién de la expresién de genes que promueven el proceso
tumoral. Varios genes han sido propuestos para su uso en el tratamiento contra el cancer
mediante terapia génica, dentro de los que se incluyen genes que codifican para citocinas
y moléculas coestimuladoras de superficie celular, quimiocinas para la activacion de la
respuesta inmune sistémica contra antigenos especificos de tumor y genes que codifican
para antigenos especificos de tumor.

Sin embargo, la actual terapia génica requiere de dos componentes esenciales: (i) un gen
terapéuticamente efectivo que pueda ser expresado en un sitio en particular y (ii) un
sistema de liberacidon eficiente, seguro y con baja toxicidad que libere los genes
terapéuticos con alta eficiencia en células diana o tejidos de forma controlable.t®> 107110 En
este sentido, los vectores no virales como el DNA desnudo, los complejos DNA-liposomas
y complejos DNA-polimeros han mostrado un gran potencial como sistemas de liberacion
por su baja inmunogenicidad, ausencia de recombinacion de virus endégenos, bajo costo
de produccién y reproducibilidad.?®
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Polimeros catidonicos

Recientemente, la biomedicina se ha enfocado en la busqueda de nuevos compuestos
como vehiculos para transportar y liberar material terapéutico de forma localizada y con
baja toxicidad. Dentro de estos compuestos, el uso de polimeros catidnicos ha llamado la
atencién como sistemas de liberacion de drogas, proteinas y vacunas, debido a que
poseen diversas ventajas sobre otros vectores como baja inmunogenicidad, baja o nula
toxicidad, la posibilidad de administraciones repetidas y la facilidad para establecer

practicas adecuadas de manufactura (GMP).1> 11!

En la actualidad las microparticulas poliméricas biodegradables han sido investigadas
como acarreadoras de DNA y como sistemas de liberacidon de genes debido a su habilidad
para condensar eficientemente el DNA plasmidico e interactuar con la membrana
celular.''> Ademds, el encapsulamiento del DNA plasmidico en estas microparticulas
puede proporcionar proteccion al DNA del medio antes de la liberacion y ayudar en la
seleccidn de un tipo celular especifico para una liberacién eficiente.*3

Existe una amplia gama de polimeros catidnicos que han sido estudiados por su potencial
como vehiculos de liberacién de genes, como: polietilenimina (PEI),*'**'7 poli (4cido
lactico-co-glicdlico) (PLGA), 18120 poli-L-lisina (PLL),*?% 122 poli-3-guanidopropilmetacrilato

(pGuaM),*?? ciclodextrina,*?* 12> polipéptidos,'?® 1?7 dendrimeros'?8-130

y chitosan. Dentro
de estos polimeros, el chitosan es un excelente polimero usado en la terapia génica no
viral con diversas aplicaciones biomédicas con un alto potencial para el tratamiento del

CaCuU.

Chitosan

El chitosan o también denominado quitosano, es uno de los polisacdridos mas abundantes
en la naturaleza, que forma parte del exoesqueleto de artrépodos y micelas fungicas. Es
un heteropolimero constituido por subunidades de D-glucosamina y N-acetil-D-
glucosamina unidas por un enlace B (1,4) glucosidico.'3' 132 (Figura 6). Particularmente, el
chitosan posee las propiedades de ser biocompatible, biodegradable, mucoadhesivo,
antimicrobiano, antifungico y tiene muy baja toxicidad.'® 133 Debido a que el chitosan esta
cargado catidnicamente, este puede complejarse con DNA plasmidico (el cual estd
cargado negativamente debido a sus grupos fosfato), por lo que es un buen candidato
como sistema de liberacién de genes.'3* El chitosan no requiere de ultrasonidos y/o
disolventes organicos para su preparacion, lo que minimiza los posibles dafios al DNA
durante la formacién de las microparticulas.’3? Adicionalmente, el chitosdn tiene la
capacidad de proteger al DNA de la degradacién por nucleasas, ha mostrado ser
altamente efectivo en la transgénesis de diversas lineas celulares,'® 134 y es un excelente
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polimero para la liberacién a largo plazo de genes terapéuticos en células tumorales, lo
gue favorece su uso para el tratamiento del cancer.

CH:
OH O=<
NH> o NH
,--OHO 5 OHO OHO 3 0O
NH,
OH OH

D-glucosamina M-acetil-D-glucosamina

Figura 6. Estructura quimica del chitosan.
Tomado de: Pafios et al, 2008.

Fuente

La quitina es el segundo polimero natural mas abundante en el mundo después de la
celulosa. Este biopolimero se encuentra presente en el exoesqueleto de artréopodos vy
crustdceos.'® El chitosdn es un biopolimero natural producto de la N-desacetilacion
parcial de la quitina mediante un proceso enzimatico por medio de la enzima quitina-
desacetilasa o sintetizado quimicamente mediante soluciones alcalinas (Figura 7). El
chitosan tiene un grupo amino primario y dos grupos hidroxilo libres por cada subunidad
Cs. Debido a la facil disponibilidad de grupos amino libres en el chitosan, éste tiene una
carga positiva y capaz de interactuar con compuestos cargados negativamente.

CH3

\?ﬂ\ Quitina

l Desacetilacion

quimica o enzimatica

CH3

)
HO =
-0 O O/&—“\—{ \?7\ Chitosan

OH so-

Figura 7. Proceso de desacetilacion de la quitina.
Tomado de: Sashiwa & Aiba, 2004.

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD PUBLICA 25



Antecedentes

El tamaio de particula, densidad, viscosidad, el grado de desacetilacién y peso molecular
son caracteristicas importantes del chitosan las cuales influencian en las propiedades de
formulaciones farmacéuticas basadas en chitosan. La tabla 5 resume algunas de las
caracteristicas fisicoquimicas del chitosan.

Tabla 5. Propiedades fisicoquimicas del chitosan

Parametro Descripcion
Apariencia (polvo) Blanco o amarillo
Tamaiio de particula Menor a 30 um

Viscosidad (1% solucién/ 1% acido) Menor a 5 cps

Densidad Entre 1.35a 1.40 g/cm3
Peso molecular 50 000 a 2 000 000 Da
pH 6.5a7.5

Contenido de humedad Mayor a 10%

Grado de desacetilacion 66% a 99.8%

Modificado de Bansal et al, 2011.

Propiedades Fisicoquimicas del Chitosan

Peso molecular

El peso molecular del chitosan es dependiente de la fuente de materia prima y el método
de preparacion. El peso molecular de la quitina natural es aproximadamente de un millén
de Daltons (Da), mientras que del chitosan depende de la cantidad promedio de
subunidades de D-glucosamina y N-acetil-D-glucosamina con un rango de peso que va de
los 100 000 Da a 1 200 000 Da.'3¢ El peso molecular del chitosdn puede ser determinado

138 139

por varios métodos como cromatografia,'3’ dispersién de luz'3® y viscosimetria.

Grado de desacetilacion

El proceso de desacetilacion de la quitina para la produccién del chitosan, disminuye la
cantidad de grupos amido y aumenta la cantidad de grupos amino en el polimero, por lo
que la caracterizacién del chitosan requiere la determinacién de su grado de
desacetilaciéon (DA). EI DA del chitosan estd relacionado con la proporcién de D-
glucosamina respecto a N-acetil-D-glucosamina presente en el polimero y esta
directamente relacionado con la capacidad del polimero para absorber humedad, la
viscosidad y la solubilidad.*® Esta propiedad puede ser evaluada por diversas técnicas,
tales como difraccion de luz infrarroja (IR), analisis elemental, reaccion enzimatica,
espectrofotometria de luz ultravioleta, resonancia magnética nuclear (RMN) 1H en estado
liguido y RMN 13C en estado sélido.*! Segun el grado DA de la quitina pueden obtenerse
tres tipos diferentes de compuestos:14?
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e Quitina: Mas del 50% del polimero esta formado por subunidades de N-acetil-D-
glucosamina.

e Chitosan: Mas del 50% del polimero esta formado por D-glucosamina.

e (Quitano: Formado Unicamente por D-glucosamina

Solubilidad

El chitosdn es una base débil y es insoluble en agua y disolventes organicos, pero es
soluble en soluciones &cidas orgdnicas con un pH menor a 6.5.1*3 La solubilizacién ocurre
por la protonacién de los grupos amino (NHz) de la posicién C-2 de las unidades repetidas
de D-glucosamina, donde el polisacarido es convertido a un polielectrolito en medio
acido.'** Debido a esto, la solubilidad del chitosan esta relacionada con la cantidad de
grupos amino en el polimero, a pH acido estos grupo se protonan formando grupos amina
incrementando la solubilidad del chitosan. Mientras que a pH basico los grupos amino se
desprotonan y provocan que el chitosan se precipite y sea insoluble.'3

Viscosidad

La viscosidad es un factor importante en la determinacion convencional de peso molecular
del chitosan y en la determinacién de sus aplicaciones comerciales en entornos bioldgicos
complejos. La viscosidad del chitosan se ve afectada por factores como el grado de
desacetilacion, el peso molecular, la concentracidn de la solucién, la fuerza idnica, el pHy
la temperatura.'*> Adicionalmente, la viscosidad del chitosan también puede ser afectada
por tratamientos fisicos como el calentamiento, esterilizacion por autoclave y ultrasonido;
y por tratamientos quimicos (ozono).'%® La viscosidad del chitosdn comercial al 1% (m/v)
disuelto en acido acético al 1% varia de 10 a 1000 cP.#°

Actividad Bioldgica

El chitosan presenta diversas actividades bioldgicas interesantes, que lo ha convertido en
uno de los polisacdridos cada vez mds importante. Dentro de sus actividades bioldgicas
notables se incluyen la actividad antitumoral, actividad inmunoadyuvante, la actividad
hipolipemiante, mucoadhesién, aceleracién de la cicatrizacién de heridas, la actividad
hemostatica y actividad antimicrobiana.'4” 4 Adicionalmente, el chitosan tiene la
caracteristica de baja o nula toxicidad, biocompatibilidad y biodegradabilidad, por lo que
ha llamado gran atencién en el area farmacéutica y biomédica. El chitosan también es un
polimero prometedor como vehiculo de liberacidn de genes, soporte en cultivo celulary la
ingenieria de tejidos.13> 148

Mucoadhesividad
Se ha demostrado que el chitosan posee propiedades mucoadhesivas debido a las fuerzas
moleculares de atraccién formadas por interacciones electrostaticas entre el chitosan
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cargado positivamente y la superficie mucosa cargada negativamente.'? 149 Estas
propiedades pueden ser atribuidas a:

— Fuertes grupos de enlaces de Hidrégeno como —OH, —COOH.**°
— Cargas fuertes.?>!

— Alto peso molecular.t5 153

— Suficiente flexibilidad de cadena.**

- 155

Propiedades de energia superficial que favorecen la difusidon en é

Aplicaciones biomédicas del chitosan

Debido a sus propiedades fisicoquimicas y a su actividad bioldgica, el chitosan ha llamado
la atencién en el drea farmacéutica y biomédica. Dentro de las aplicaciones en el area
biomédica que se han estudiado, se encuentra la ingenieria de tejidos, el tratamiento de
guemaduras, el desarrollo de piel artificial, la cicatrizacion de heridas, el vendaje para
heridas y el desarrollo de lentes oculares de vendaje.>®

La tabla 6, resume algunas de las propiedades farmacoldgicas del chitosan que se han
reportado, tales como la accidn hipocolesterolémica, la actividad antiacida y la actividad

anti-ulcerosa.!®

Tabla 6. Aplicaciones biomédicas potenciales del Chitosan

Aplicaciones Biomédicas Potenciales | Caracteristica Principal
Suturas quirurgicas Biocompatible
Implantes Dentales Biodegradable
Piel Artificial Renovable
Reconstruccion de huesos Formacion de peliculas
Lentes de contacto Agente hidratante
Liberacion de drogas para animales y No toxicidad, tolerancia bioldgica
humanos
Material encapsulante Hidrolizado por lisozima

Cicatrizacion de heridas

Actividad antibacterial, antifingica y antivirica
Modificado de Rinaudo 2006

Chitosan como sistema de liberaciéon de DNA

El desarrollo de nuevos sistemas de soporte para la administracién de genes representa
una tecnologia que permite el tratamiento de muchos trastornos genéticos. Sin embargo,
una barrera critica para la terapia génica con éxito sigue siendo la formulaciéon de un
vehiculo de liberacién eficiente y seguro. Los sistemas de liberacién no virales han sido
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propuestos cada vez mds como alternativa a los vectores virales debido a su seguridad,
estabilidad y capacidad de produccién a gran escala.’ Dentro de estos sistemas de
liberacién no virales, se han empleado complejos de DNA con portadores que contienen
lipidos, proteinas, péptidos o polimeros, asi como ligandos capaces de dirigir complejos de
DNA a receptores de la superficie celular en células diana y ligandos para dirigir el trafico
intracelular del DNA al nicleo.>% 159

Existen cinco barreras bioldgicas que deben considerarse para una buena liberacion de
genes: 1) estabilidad in vivo, 2) entrada a la célula, 3) escape endosomal, 4) trafico
intracelular y 5) entrada al nucleo (Figura 8). Los polimeros catiénicos son buenos sistemas
de liberacién debido a su naturaleza policatidnica, reduciendo asi estas barreras bioldgicas
mediante el encapsulamiento del DNA en particulas con carga positiva que se unen a la
superficie celular y promoviendo un aumento en la endocitosis. En muchos casos, los
polimeros catidnicos producen complejos estables ofreciendo mayor proteccidon durante
el trafico intracelular comparado con lipidos catiénicos.3?
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Figura 8. Barreras y estrategias de la liberacion de acidos nucléicos.
Tomado de: Zhu & Mahato, 2010.

Particularmente, se ha propuesto el uso de chitosan como sistema de liberacién de genes
debido a sus propiedades biolégicas y su bajo costo.'®® La formacién de complejos
chitosdn-DNA aumenta la eficiencia de transfeccién, la cual depende del tipo celular, la
concentracién de suero, el pH y el peso molecular del chitosan.'32 Se ha reportado que la
eficiencia de transfeccidon es mayor en pH menor a 7, debido a que a este pH los grupos
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amino se encuentran protonados facilitando la unién de los complejos con la superficie
celular. Adicionalmente, la eficiencia de transfeccién mediada por chitosan de alto peso
molecular (>100 kDa) es menor que la del chitosan de bajo peso molecular (15 — 52
kDa).32 El bajo costo del chitosédn, su capacidad de formar complejos con el DNA
plasmidico, la estabilidad de los complejos, la capacidad del chitosan para proteger al DNA
por nucleasas, la baja toxicidad de los complejos y su disociacion a pH dacido (pH 5.0)
compatible con el pH del cérvix; son propiedades de mucha relevancia que soportan su
posible aplicaciéon como tratamiento tdpico de las lesiones cervicales y neoplasias.
Adicionalmente, su envasado en un sistema de spray permitird su facil aplicacién de forma
directa sobre la lesién obteniendo un efecto local.

Modelos experimentales de CaCU

El establecimiento de modelos experimentales para el estudio del CaCU para el desarrollo
y evaluacion de nuevas estrategias enfocadas en su control y tratamiento ha sido muy
complicado. Los primeros reportes de modelos experimentales de CaCU estan basados en
tumores inducidos mediante la administracién de agentes quimicos como poliuretano,®°

161 162 incluso mediante la aplicacion de smegma humano;%3 sin

colantreno®®! o benzopireno,
embargo, en estos reportes no interviene el VPH como agente etiologico del CaCU.
Posteriormente se desarrollaron modelos de CaCU basados en papilomas en conejos
asociados a virus del papiloma de conejos, sin embargo la limitante de este modelo es la
especificidad del virus y su extrapolacién en humanos.'®* Se han generado otros modelos
basados en la administracion de lineas celulares derivadas de cdncer cervicouterino VPH
16 y 18 positivos en ratones desnudos. Sin embargo estos modelos no pueden ser
utilizados para evaluar estrategias terapéuticas basadas en la activacion de la respuesta
inmune, ya que son modelos inmunodeficientes.'®>-167 Estudios més recientes reportan el
uso de lineas celulares singénicas transformadas con los oncogenes E5, E6 y E7 del VPH
para generar tumores localizados en el dorso de ratones®™ %8 y el desarrollo de lesiones
proliferativas en sitios multiples de la mucosa epidermal y escamosa, incluyendo la
mucosa cérvicovaginal. 16> 166,169,170 Gin embargo, a pesar de que estos modelos incluyen
al VPH como agente causal, los fenotipos resultantes neopldsicos o malignos son
diferentes al desarrollo de la enfermedad clinica causada por la infecciédn del VPH, ya que
algunos de estos modelos han sido expuestos a suplementos de crecimiento ex vivo,
crecen en lugares fuera de la regidn cérvicovaginal o el desarrollo de CaCU es un evento
secundario.'®® 171 172 Debijdo a esto, es necesario el desarrollo de un nuevo modelo
experimental que se aproxime al desarrollo de CaCU por la infeccion con VPH y se
desarrolle en el sitio natural de la infeccién. El desarrollo de este modelo experimental
facilitara el estudio tanto de los factores involucrados en el desarrollo del CaCU, asi como

en el desarrollo de nuevas estrategias de control y tratamiento del CaCU.
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JUSTIFICACION

El cancer cervicouterino como un problema de salud publica global, merece especial
atencién en su diagndstico, control y tratamiento. Las lesiones cervicales y hasta ciertos
estadios neopldsicos se desarrollan de manera localizada y externa, lo cual puede ser
favorable para su tratamiento in situ. Recientemente, los polimeros biodegradables han
llamado la atenciéon como vehiculos para encapsular, transportar y liberar moléculas con
potencial terapéutico. Particularmente el chitosdan, debido a sus propiedades de
biocompatibilidad, biodegradacién y baja toxicidad es un buen candidato como vehiculo
para la liberacion de genes terapéuticos en el tratamiento de lesiones pre-malignas y del
CaCU. La combinaciéon de microparticulas de chitosdn acopladas a DNA plasmidico con el
gen de IL-12 en un sistema de spray evaluado en un modelo murino de céancer
cervicouterino positivo al VPH 16, tendrd un efecto sobre la activacién de la respuesta
inmune favoreciendo la inhibicion de la progresiéon del crecimiento tumoral. Esta
estrategia nos permitird establecer un acercamiento mas real a lo que ocurre con los
pacientes y con una perspectiva con mayor impacto para el tratamiento local o topico de
lesiones pre-malignas del cérvix y del CaCU.

HIPOTESIS

El gen de IL-12 encapsulado en microparticulas de chitosan en un sistema de spray tendra
un efecto antitumoral en un modelo murino de cancer cervicouterino VPH 16 positivo.
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OBJETIVO GENERAL

Investigar el efecto antitumoral de la IL-12 encapsulada en microparticulas de chitosan-
DNA plasmidico en spray en un modelo murino de cancer cervicouterino VPH 16 positivo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Generar complejos de chitosan con DNA plasmidico que contengan el gen de la
interleucina 12 (chitosan/pDNA-IL12) de ratén y envasarlos en un sistema de spray.

2. Determinar la presencia y localizacion de los complejos chitosan/DNA plasmidico
en células epiteliales de la mucosa cervical de ratones.

3. Evaluar la permanencia de las microparticulas de chitosan y la liberacién del DNA
plasmidico posterior a la aplicacién de los complejos chitosan/pDNA en spray en la
region cervicovaginal de ratones hembra Balb/c.

4. Generar un modelo murino de cdncer cervicouterino VPH 16 positivo en ratones
hembra Balb/c.

5. Determinar el efecto de inhibicién tumoral por la aplicacién de microparticulas
chitosan/pDNA-IL-12 en un modelo murino de cancer cervicouterino VPH 16 positivo.
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MATERIALES Y METODOS

Plasmidos

El plasmido pNGVL3-mIL12 que contiene el gen que codifica para IL-12, fue obtenido del
Centro de Vectores de la Universidad de Michigan, el cual se ha utilizado para estudios de
terapia génica. Tiene un peso molecular de 6,247 pb, contiene el promotor de
citomegalovirus (CMV), genes que le confieren resistencia a Kanamicina y genes que
codifican para las dos subunidades de IL-12 (p35 y p40) de ratdn. El plasmido pcDNA3
tiene un peso molecular de 5,446 pb, contiene el promotor de CMV y genes que le
confieren resistencia a neomicina y ampicilina. Es un plasmido vacio que no contiene
genes terapéuticos insertados (Anexo 1).

Chitosan

En este trabajo se utilizé chitosan de bajo peso molecular (C12H24N209) con una viscosidad
de 20 cP (Sigma Aldrich). La tabla 7 resume las caracteristicas fisicoquimicas del chitosan
utilizado para este trabajo.

Tabla 7. Caracteristicas fisicoquimicas de Chitosan de Bajo Peso Molecular (Sigma-Aldrich)

PARAMETRO VALOR
Humedad (%) 10.46
Cenizas (%) 0.07
Nitrégeno (%) 7.17
Desacetilacion (%) 75-85
Viscosidad (cP) 20-300
Peso molecular (kDa) 50-190

Ratones

Se utilizaron ratones hembras Balb/c de 6 semanas de edad. Los ratones para este estudio
no tienen ninguna deficiencia inmune para no alterar la estrategia terapéutica. Los
ratones se obtuvieron de la Unidad del Bioterio del INSP, la fuente de las cepas de los
ratones son de The Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine USA).

Linea celular y cultivo

La linea celular BMK-16/myc es una linea celular murina co-transformada por la fusién del
genoma del VPH 16 con el proto-oncogen c-Myc y expresa constitutivamente los
oncogenes E6 y E7.1%® La linea celular se cultivé en medio minimo esencial DMEM
suplementado con 10% de suero bovino fetal (Invitrogen Life Technologies, San Diego
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California), 50 pg/ml de estreptomicina, 250 ng/ml de fungisona, a 37°C en presencia de
5% de CO; y una humedad relativa del 95%.

Purificacion de plasmidos

Bacterias DH5-a fueron transformadas con los plasmidos pNGVL3-mIL12 y pcDNA3 y se
inocularon en medio selectivo LB. El cultivo se mantuvo en agitaciéon constante a 150 rpm
y a 37°C durante toda la noche. Los plasmidos fueron purificados mediante columnas de
intercambio iénico que tienen la capacidad de eliminar endotoxinas (Qiagen, Hilden
Germany). La concentracidon de DNA fue determinada por espectrofotémetro midiendo la
absorbancia a una longitud de onda de 260/280nm mediante un equipo NanoDrop ND-
1000 (PEQLAB, Biotechnology GmbH, Erlangen, Germany). Los pldsmidos fueron
caracterizados mediante digestion enzimatica. Una vez purificados y cuantificados los
plasmidos, se analizé la integridad de los mismos mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1%. Los plasmidos fueron resuspendidos en agua estéril desionizada (Golden
Bell) y se almacenaron a -20°C hasta su uso.

Formacion de complejos chitosan/pDNA

Los complejos chitosan/pDNA fueron preparados por el método de coacervacidn, en el
gue un polimero en solucién acuosa es separado en dos fases inmiscibles: una fase
coacervada (complejos) y otra fase en equilibrio.}”® El chitosan es insoluble en medios
alcalinos, por lo que precipita cuando se pone en contacto con una solucién alcalina
(NazS0a4), que funge como agente coacervante.'’* Se prepararon soluciones de chitosan de
bajo peso molecular (Sigma-Aldrich) con una concentracién final de 0.50% en acido
acético al 2%. Las muestras de DNA plasmidico se disolvieron en soluciéon de Na,SOs al
20% hasta obtener una concentracidon final de 33pg/ml. Para la formacién de las
microparticulas de chitosdan/pDNA se mezclaron el chitosan en soluciéon (0.50%) y el pDNA
en solucién (33ug/ml) en relacién 1:1 (v/v) en agitacion durante una hora. Las
microparticulas chitosan/pDNA fueron recuperadas por centrifugacion y resuspendidas en
agua desionizada. La cantidad de DNA plasmidico en el sobrenadante fue cuantificada por
espectrofotémetro con el fin de determinar la cantidad de pDNA sin encapsular. El
porcentaje de retencion (%R) de DNA plasmidico por el chitosdn se determind para cada
una de las formulaciones aplicando la siguiente férmula:

%R = (pDNATotal — pDNALibre)
PDNATo X 100

Donde:

%R = Porcentaje de retencion

PDNAT.tal = Cantidad total de pDNA
pPDNA.ibre = Cantidad de pDNA sin encapsular
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Los complejos chitosan/pDNA se analizaron por ensayo de electroforesis en geles de
retardamiento. Se realizé la separacion de los complejos en gel de agarosa al 1% y se tifié
con bromuro de etidio (BrEt) para su observacién. Adicionalmente, con la finalidad de
determinar la localizacién tanto del chitosan como del DNA plasmidico en las células del
epitelio cervicovaginal, se formaron complejos chitosan/pDNA donde el DNA plasmidico
estuviera marcado con Cy5 (chitosan/pDNA-Cy5) y complejos chitosan/pDNA ddénde el
chitosan estuviera marcado con rodamina (chitosan-rod/pDNA).

Envasado de las microparticulas chitosan/pDNA en un sistema de spray
Los complejos de chitosan/pDNA generados de acuerdo al procedimiento previamente
descrito, fueron envasados en recipientes acoplados a un sistema de aplicacion Counting
Pump manual (Pfieffer), lideres mundiales en envasado de drogas, vacunas y farmacos
para aplicacién biomédica. Las bombas de liberacion estan adaptadas a boquillas finas, un
sistema de filtracién de aire (0.02 um), sistema de presion balanceada y un volumen de 50
ul por disparo (Anexo 2). El volumen final de complejos formados fue de 600 pL para 12
disparos o aplicaciones. La integridad de los complejos posterior a la aplicacién mediante
el sistema de spray se determind con la evaluacion de la liberacion del DNA plasmidico
posterior al disparo mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%.

Determinacion de la presencia y localizacion celular de microparticulas
en la mucosa cervical

El pldasmido pcDNA3 fue marcado covalentemente con el colorante Cy5 utilizando el kit
Label IT® TrackerTM Cy5 (Mirus) segun las instrucciones del fabricante. Posteriormente, se
realizé la formacion de los complejos chitosan/pcDNA3-Cy5 con el chitosan de bajo peso
molecular como se describe anteriormente. Por otro lado, chitosdn de bajo peso
molecular fue marcado mediante enlace covalente con rodamina B (Sigma-Aldrich) como
lo describe Odette Ma y col.,, (2008).17> Posteriormente se realizé la formacién de
complejos chitosan-rod/pcDNA3 como se describe anteriormente. Se formaron dos
grupos de ratones (n=4) y se les aplicé via tépica en la regién cervicovaginal 1 ug de DNA
plasmidico acoplado a los complejos previamente formados en un volumen final de 10 pl.
Se realizaron exudados cervicovaginales a diferentes tiempos (0, 24, 48 y72 horas). Los
exudados cervicovaginales se montaron en portaobjetos y se aplicaron 20 pl de PBS 1X
estéril como medio de montaje. La deteccién de la fluorescencia (rodamina B y Cy5) en los
exudados cervicovaginales se realizé mediante microscopia confocal.

Determinacion de la permanencia del chitosan

Para el ensayo de permanencia de chitosan en la region cervicovaginal de las ratonas, se
utilizaron complejos chitosan-rod/pcDNA3. Se aplicaron 5 pug de DNA plasmidico acoplado
a los complejos previamente formados en un volumen final de 10 pl en la regidn
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cervicovaginal de ratones hembra Balb/c de seis semanas de edad y se realizaron
exudados cervicovaginales a diferentes tiempos (0, 24, 48 y 72 horas). Los raspados
cervicovaginales se analizaron por electroforesis en un gel de agarosa al 1% (gel de
retardamiento). La deteccién de la fluorescencia (rodamina B) en el gel de agarosa se
realizd6 con el equipo Typhoon 9400 (GE Healtcare) con apoyo del Instituto de
Biotecnologia (IBT) de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM).

Modelo murino de CaCU

El procedimiento para el desarrollo del modelo tumoral murino se realizé de acuerdo con
los lineamientos contenidos en el Manual para el Cuidado y Uso de los Animales de
Laboratorio del Bioterio realizado por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los
Animales Experimentales [CICUAE UNAM, 2012]. De igual manera se siguieron las medidas
recomendadas en el Reglamento del Bioterio del INSP.

El modelo murino de lesidn en la regidn cervicovaginal se generd basados en el modelo
descrito por Brito B y cols.,, (2007) solo que usando la linea celular BMK-16/myc
trasformada por el VPH 16.176 El dia previo a la administracién de las células, los ratones
fueron anestesiadas con éter anhidro y posteriormente se les administraron 30 pl de acido
acético inmerso en un microbrush con la intencidon de generar una lesidon cervical. Se
administraron 2.5X10° células BMK-16/myc en el cérvix utilizando una micropipeta en un
volumen maximo de 20 pl. La inoculacion de las células tumorales en la vagina se realizo
anestesiando a las ratonas con éter anhidro. El monitoreo de la implantacién de las células
tumorales se realizé 5 dias después de la administracion de las células usando un
microscopio estereoscopico, las ratonas fueron anestesiadas previamente. Para
caracterizar la implantacién del modelo tumoral, se removié el cuello del utero para su
posterior andlisis. Se realizaron citologias cervicovaginales y se tomaron fotografias
graduales de induccién de implantacion del tumor. Se utilizaron raspados cervicovaginales
para determinar la expresion de los oncogenes E6 y E7 por RT-PCR punto final como
producto de las células tumorales (BMK-16/myc).

Determinacion del efecto terapéutico de IL-12

Una vez generado el modelo murino de CaCU, se aplicaron 5 pg de DNA plasmidico
acoplado a complejos previamente formados. La aplicacién se realizé utilizando una
micropipeta de 2-20 ul (Eppendorf PhysioCare) con un volumen final de 5 pl de complejo,
5 dias después de haber sido implantadas las células BMK16/myc. La dosis terapéutica a
evaluar fue de 5 pg de DNA plasmidico. La aplicacidon tépica (dosis Unica) de las
microparticulas de chitosan-DNA plasmidico en el modelo murino de CaCU se realizd
anestesiado a los ratones con lesidon considerando asi como dia 0 el dia de la aplicacidn.
Posteriormente, se tomé el ratén por la cola para favorecer que los complejos se
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difundieran por la regién cervicovaginal. Se tomaron raspados cervicovaginales a las 24,
48 y 72 horas posteriores a la aplicacidon (Anexo 3). Se realizd extraccién de RNA total de
los raspados cervicovaginales y se determind por RT-PCR la expresién de los oncogenes E6
y E7.

Extraccion de RNA de raspado cervicovaginal

Los raspados cervicovaginales de los procesos descritos anteriormente, fueron
resuspendidos en 100 pl de PBS 1X estéril. La extraccion de RNA total se realizé aplicando
1 ml del reactivo de TriPure Isolation Reagent (Roche Applied Science). La muestra se
centrifugd a 12,000 rpm en presencia de 200 ul de cloroformo. Del centrifugado, se
colectd la fase transparente y se precipitd con isopropanol. EIl RNA fue resuspendido en
H,O libre de RNasas y DNasas, se cuantificd espectrofotométricamente utilizando un
equipo NanoDrop ND-1000 (PEQLAB, Biotechnology GmbH, Erlangen, Germany), y se
almacend a -20°C hasta su uso.

Sintesis de la cadena complementaria de DNA (cDNA)

La sintesis de la cadena complementaria del DNA (cDNA) se realizo utilizando 1 pg de RNA
total, en presencia de 2.5 U/ul de Transcriptasa Reversa MMLV (Invitrogen Life
Technologies, San Diego California), 1 U/ul de inhibidor de RNasa, 4 pl de la mezcla de 2.5
mM dNTPs, en 1X de buffer de reaccién (250 mM Tris-HCI pH 8.3, 375 mM KCl, 15 MgCl;
and 50 mM DTT) en un volumen final de 20 ul. La mezcla de reaccién fue incubada a 37°C
por 1 hora y posteriormente almacenada a -20°C.

RT-PCR tiempo real para los oncogenes E6/E7

La reaccidn de RT-PCR en tiempo real para medir la expresion de los oncogenes E6y E7 de
VPH 16 se realizé en un equipo ABI-PRISM 7900 HT Sequence Detection System (Applied
Biosystems) mediante el protocolo de FastStart Universal Probe Master (ROX) (Roche
Applied Science) y sondas TagMan disefiadas para E6 y E7 de VPH 16 (Applied
Biosystems). Brevemente, las reacciones se llevaron a cabo usando 1 pl de cDNA, 5 ul 1X
FastStart Universal Probe Master, 0.5 ul de mezcla de sonda TagMan y primers (para cada
gen) en un volumen final de 10 pl. Se realizé un anadlisis para el disefio de los
oligonucleétidos y las sondas TagMan utilizando el programa FileBuilder (Applied
Biosystems) para los oncogenes E6 y E7 de VPH 16, correspondiendo un juego de
oligonucleotidos y una sonda TagMan para cada gen como se describe en la tabla 8.
Adicionalmente, se amplificé el gen GAPDH, el cual se utilizé como control enddgeno.
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Tabla 8. Oligonucleétidos y sondas Tagman utilizadas para el RT-PCR tiempo real
GEN SECUENCIA SONDA* TAMANO

GAPDH MmO00484668_m1

E6 S: GAGCGACCCAGAAAGTTACCA
(VPH16) A: TGTTGCTTGCAGTACACACATTCTAATAT

E7 S: CCGGACAGAGCCCATTACAATAT
(VPH16) A: GAATGTCTACGTGTGTGCTTTGT
*Sonda TagMan

FAM: CAGCTCTGTGCATAACT 89 pb

FAM: CTACGCTTCGGTTGTGCG 91 pb

Las reacciones se llevaron a cabo en placas de 384 pozos con las siguientes condiciones de
reaccion: Los parametros de la amplificacién fueron: 95°C durante 10 min, seguido por 40
ciclos de 95°C durante 10 s y 60°C durante 1 min para cada determinacién utilizando el

método de cuantificacion relativa (Tabla 9).

Tabla 9. Condiciones de amplificacion PCR-tiempo real

ACTIVACION POLIMERASA PCR

CICLO (40 Ciclos)

Mantener
Desnaturalizar Amplificar
TIEMPO 10 min 15 seg 1 min
TEMPERATURA 95 2C 95 eC 60 eC

El andlisis de la expresiéon cuantitativa de cada gen se realizd6 mediante el método

comparativo Cr (Método 244¢t),
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RESULTADOS

Purificacion de plasmidos

Los plasmidos pNGVL3-mlIL-12 y pCDNA3 fueron purificados a gran escala libre de
pirégenos y endotoxinas, mediante columnas de intercambio idnico, para no alterar la
respuesta inmune debido a antigenos externos. La figura 9 muestra la integridad de los
pldsmidos purificados en un gel de agarosa al 1%. El plasmido pNGVL3-mlIL-12 tiene un
peso molecular de 6,247 pb y el pldsmido pcDNA3 tiene un peso molecular de 5,446 pb.

1 2 3

Figura 9. Purificacion de los plasmidos pNGVL3-mIL12 y pcDNAS3.
1) Marcador de Peso Molecular (Lambda DNA/Eco91l, 2) Plasmido pNGVL3-mIL12, 3)
Plasmido pCDNA3. Se observa la integridad de las conformaciones moleculares superenrollada,
intermedia y relajada de los plasmidos. Plasmidos no linealizados.

Formacion y caracterizacion de los complejos chitosan/pDNA

Los complejos chitosan/pDNA fueron generados por el método de coacervacion, usando
chitosan de bajo peso molecular al 0.25% y DNA plasmidico. Para determinar la capacidad
de encapsulamiento del chitosan, se midid la eficiencia de encapsulamieto (%R) de
manera indirecta mediante espectrofotometria. Se cuantificé la cantidad de plasmido sin
encapsular (sobrenadante), infiriendo la cantidad de pldsmido encapsulado por el
chitosan. La eficiencia de encapsulamiento fue determinada por triplicado para cada uno
de los complejos formados. Partiendo de que la cantidad total de plasmido (30 pg) sera
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igual a la suma del plasmido no encapsulado y el plasmido encapsulado por el chitosan, la
eficiencia de encapsulamiento (%R) fue determinada de manera indirecta utilizando la
siguiente formula:

%R = (pDNATotaI —_ pDNALibre) *100
PDNATotal
La figura 10 muestra la eficiencia de encapsulamiento para cada uno de los complejos

formados. La eficiencia de encapsulamiento del plasmido pNGVL3-mlIL12 (6.2 Kb) fue
desde 89.9% hasta 94.0%, y para el plasmido pcDNA3 (5.4 Kb) fue desde 80.9% hasta
89.7%. Se puede observar una tendencia entre la eficiencia de encapsulamiento del
chitosdn y el peso molecular del DNA plasmidico. Por otro lado, en los complejos
chitosan/pDNA donde el chitosan es marcado con Rodamina, la eficiencia de
encapsulamiento se mantiene en un 89.7% a 95.0%. No obstante, cuando el DNA
plasmidico es marcado con Cy5, encontramos que la eficiencia de encapsulamiento
disminuye hasta un 52.0% a 58.8%. Esta baja eficiencia puede ser debida a que se utilizd
una menor cantidad de DNA marcado, ademas la unién covalente de la Cy5 con el DNA
plasmidico puede generar un impedimento estérico que limita la formacion de los
complejos con el chitosan. Con estos resultados, se demuestra que el chitosdn puede
encapsular los plasmidos pNGVL3-mIL12 y pcDNA3 en altos porcentajes.

100
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% DNA ENCAPSULADO

30
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pNGVL3-mIL12 pcDNA3 pcDNA3/Rodamina pcDNA3/Cy5
COMPLEJOS CHITOSAN/PDNA

Figura 10. Eficiencia de encapsulamiento de los plasmidos pNGVL3-mIL12, pcDNA3,
pcDNA/Cy5 y pcDNA3/Rodamina por chitosan de bajo peso molecular al 0.25%.
*Los complejos chitosan/pCDNA3-Cy5 fueron preparados con 5 ug de pDNA.
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Una vez determinado el porcentaje de encapsulamiento, se caracterizaron los complejos
chitosan/pDNA formados mediante un ensayo de retardamiento en gel de agarosa al 1%.
La figura 10 muestra la integridad de los complejos chitosan-rod/pDNA. En La figura 11A
se muestra el chitosan marcado con Rodamina en complejo con el pDNA en un gel no
tefiido con BrEt. Se observa como la rodamina se une covalentemente al chitosan y al ser
expuesta a luz UV emite fluorescencia. Los complejos chitosan-rod/pDNA no migran en el
gel debido a su elevado peso molecular (carriles 4-7, 10). En la figura 11B se muestra como
al ser tenido el gel con BrEt, un agente intercalante usado como marcador de acidos
nucleicos, puede observarse la integridad del pDNA migrando de acuerdo a su peso
molecular (carriles 1 y 2). La integridad y movilidad electroforética del pDNA no se ven
afectadas por el tratamiento con Na;SOa (carril 3). Por otro lado, cuando el pDNA es
encapsulado por el chitosan, los complejos chitosan-rod/pDNA son retenidos y no migran
a través del gel debido a su peso molecular (carriles 6 a 10). La cantidad de pDNA sin
encapsular es tan pequena que no es posible ser visualizada en el gel (carril 7), sin
embargo es cuantificable espectrofotométricamente.

| 2 3 4 5 6 7 8 9 10

-

N ~ 5,446pb

|) Marcador de Peso Molecular (Lambda DNA/ECO911), 2) DNA plasmidico, 3) DNA plasmidico + Na,SO, al
20%, 4) Chitosan, 5) Chitosan + Na,SO, al 20%, 6) Complejo chitosan/pDNA, 7) Sobrenadante, 8) Complejo
chitosan/pDNA (Lavado 1), 9) Complejo chitosan/pDNA (Lavado 2),10) Complejo chitosan/pDNA (Puro).

Figura 11. Ensayo de retardamiento en gel de los complejos chitosan-rod/pDNA.
A) Gel de agarosa al 1% expuesto a luz UV previo a la tincién con BrEt, se observa solo chitosan
marcado con Rodamina. B) Gel tenido con BrEt y expuesto a luz UV, se observa pDNA y
complejos chitosan-rod/pDNA.
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Estabilidad de los complejos Chitosan/pDNA posterior a su aplicacion
mediante una bomba de spray

Para determinar si la estabilidad de los complejos no se ve afectada debido a su envasado
en un sistema de spray, se evalud la integridad de los complejos chitosan-pDNA después
de su aplicacién mediante este sistema. Una vez aplicados con el sistema de spray, los
complejos fueron recuperados para evaluar su integridad mediante electroforesis en
agarosa. En la figura 12 se muestra un gel teiiido con BrEt, donde se puede observar en la
parte superior del gel a los complejos chitosan/pDNA, que debido a su elevado peso
molecular no migran a través de este (carriles 3 y 4). En el carril 3 se observa cdmo
después del primer disparo no hay liberaciéon de pDNA y después de cinco disparos este
resultado se mantiene (carril 4). Con estos resultados se determind que no se ve afectada
la integridad de los complejos chitosan/pDNA por su aplicacion mediante un sistema de
spray.

| 2 3 4

Figura 12. Integridad de los complejos chitosan/pDNA posterior al disparo.
No se observa liberacion de pDNA. 1) Marcador de Peso Molecular (Lambda DNA/Eco91l,
2) Plasmido pCDNA3 (50ng), 3) Complejos recuperados al primer disparo, 4) Complejos
recuperados al quinto disparo.

Localizacion celular del pDNA y el chitosan

Para determinar la presencia y localizacion celular del DNA plasmidico en las células
epiteliales de la mucosa cervicovaginal de los ratones por la aplicacion de los complejos
chitosdn-pDNA, el DNA plasmidico fue marcado covalentemente con Cy5 previo a la
formacién de los complejos. Una vez aplicados los complejos chitosan/pDNA-Cy5
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mediante un sistema de spray en la regidén cervicovaginal de los ratones, se realizaron
raspados cervicovaginales con microbrush posterior a la aplicacion y 24 horas después. La
presencia de Rodamina y Cy5 en las células epiteliales de la mucosa cervical se observé
mediante microscopia confocal. En la figura 13 se muestra que posterior a la aplicacién de
los complejos chitosdn-pDNA-Cy5 y a las 24 horas, no fue posible detectar al DNA
plasmidico. Cuando se evalud la presencia de chitosan marcado con Rodamina en la
mucosa cervical, se detecto el chitosan en baja intensidad posterior a la aplicacion, y a las
24 horas no se detecta sefial. Estos resultados pueden deberse a que la boquilla de la
bomba de spray no es adecuada al tamano anatémico del cérvix de las ratonas lo cual no
favorece la entrada de los complejos chitosan/pDNA. Debido a esto, los ensayos
posteriores de aplicacién local en la mucosa cervicovaginal de las ratonas, se realizaron de
forma directa mediante una punta fina de micropipeta, ya que esta es mas estrecha y los
complejos chitosan/pDNA se pueden aplicar con mayor profundidad en la regién
cervicovaginal.

Una vez aplicados los complejos chitosan/pDNA-Cy5 mediante micropipeta en la regién
cervicovaginal de las ratonas, se realizaron raspados cervicovaginales con microbrush
posterior a la aplicacion, 24, 48 y 72 horas después. La presencia de Rodamina y Cy5 en las
células epiteliales de la mucosa cervical se observé mediante microscopia confocal. En la
figura 14 se observa en color verde la presencia del DNA plasmidico marcado con Cy5,
indicando la presencia de los complejos. Se puede observar que el DNA plasmidico es
detectado fuera y en el interior de las células cervicales posterior a la aplicacion. A las 24
horas el DNA plasmidico se detecta claramente en el interior de las células epiteliales y se
mantiene hasta las 72 horas posteriores a la aplicacién de los complejos.

El interés adicional, fue identificar la presencia y localizacién del DNA plasmidico con
mayor profundidad en el interior de la célula epitelial. Mediante microscopia confocal se
realizaron cortes longitudinales a diferentes profundidades de la célula mediante planos
focales, y se determind si el DNA plasmidico de los complejos chitosan/pDNA-Cy5 se
encuentra en el interior de la célula o adherido a la membrana celular de forma
superficial. En la figura 15, se observa que posterior a la aplicacion de los complejos, el
DNA plasmidico se localiza principalmente adherido a la membrana celular y se detecta
muy poco en el citoplasma celular. Veinticuatro horas posteriores a la aplicacién de los
complejos chitosan/pDNA-Cy5, el DNA plasmidico se localiza en su mayoria en el
citoplasma de las células epiteliales de la mucosa cérvicovaginal. Con estos resultados se
demuestra que la aplicacién complejos chitosan/pDNA-Cy5 en la mucosa cérvicovaginal, el
DNA plasmidico es internalizado a las células epiteliales lo que puede favorecer la
expresidon del transgen. Adicionalmente, se especula que el chitosan puede favorecer la
transgénesis in vivo.
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pDNA-Cy5 Chitosan-Rodamina
Posterior a la 24 hrs Posterior a la 24 hrs Control
aplicacion aplicacion

Rodamina

Cy5

Campo
Claro

Campo
Claro

Superposicion Superposicion

Figura 13. Presencia y localizacion de pDNA y chitosan de microparticulas chitosan/pDNA aplicadas en spray en la region cervicovaginal de
ratones.

Imagenes de microscopia confocal de células epiteliales de la mucosa cervicovaginal de ratones hembra transfectadas con microparticulas
de chitosan/pDNA, donde el pDNA fue marcado con Cy5 y el chitosan fue marcado con Rodamina. Aumento 40X.
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Posterior a la
Aplicacion

24 Horas

Cy5 Campo Claro Superposicion Cy5 Campo Claro Superposicion

- Planos Focales -

Figura 15. Localizacién celular de pDNA de microparticulas de chitosan/pDNA.
Planos focales a diferente profundidad de células epiteliales de la region cérvicovaginal de ratones hembra transfectadas con microparticulas de
chitosan/pDNA, donde el pDNA fue marcado con Cy5. Profundidad entre planos: 1.2 ym. Aumento: 40X.
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Para demostrar que el chitosan puede estar implicado en la transgénesis in vivo y ademas
demostrar su localizacion en las células de la mucosa cervical, el chitosan fue marcado
covalentemente con rodamina previo a la formacién de los complejos. Los complejos chitosan-
Rod/pDNA fueron aplicados con micropipeta en la regidon cérvicovaginal de las ratonas y
posteriormente se realizaron raspados cervicovaginales con microbrush 24, 48 y 72 horas y se
observaron mediante microscopia confocal. En la figura 16, se puede observar en color rojo la
deteccion del chitosdan en las células epiteliales. Cabe mencionar que para realizar una
deteccién mas fina, durante el analisis por microscopia confocal se bajaron los pardmetros de
intensidad de rodamina debido a que la sefal era muy intensa. Se detectaron sefales de la
presencia chitosan-rodamina fuera y dentro de las células epiteliales posterior a la aplicacion,
notablemente se observa intensidad muy relevante adherida a la membrana y en el citoplasma
celular. Cuarenta y ocho horas posteriores a la aplicacidon de los complejos chitosan-Rod/pDNA,
la fluorescencia de la rodamina continuda siendo intensa y disminuye a las 72 horas. Asimismo,
para determinar la localizacion del chitosdn-rodamina, se realizaron cortes longitudinales de las
células epiteliales de la mucosa cervicovaginal a diferentes profundidades mediante planos
focales con microscopia confocal. La mayor intensidad de la rodamina fue detectada en la
membrana de las células epiteliales posterior a la aplicacion de los complejos chitosan-
rod/pDNA y muy poca sefial en el citoplasma de las células. Sin embargo, se observd que a las
24 horas el chitosan fue internalizado al citoplasma celular, detectando mayor intensidad de
rodamina. Los planos focales claramente demuestran la presencia de la rodamina en el interior
de la célula en pequefias vesiculas, en los cortes de los extremos de la célula la sefial de
rodamina es muy tenue; indicando que el chitosdn esta en el citoplasma pero no en el nicleo
de las células (Figura 17). Con estos resultados se determind que el chitosan ademas de atrapar
al DNA plasmidico, favorece la transgénesis in vivo en células epiteliales de la mucosa cervical.
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Permanencia de chitosan en la region cervicovaginal de ratonas

Para evaluar la permanencia del chitosan en la regidn cervicovaginal de las ratonas, complejos
donde el chitosan fue previamente marcado con rodamina fueron aplicados en la region
cervicovaginal de ratonas. Posteriormente se realizaron raspados cervicovaginales a diferentes
tiempos y se analizd por electroforesis en geles de agarosa al 1% para visualizar la rodamina
unida al chitosan. En la figura 18A puede observarse el gel sin tefiir con BrEt y la rodamina que
al ser expuesta a luz UV emite fluorescencia, por lo que es posible detectar la rodamina unida al
chitosdn de forma directa (carril 3). La presencia del chitosdn se detecté posterior a la
aplicacién y hasta las 72 horas posteriores a la aplicacion (carriles 5 a 8). Al ser tefiido el gel de
agarosa con BrEt se visualiza el DNA, detectando tanto del DNA plasmidico como DNA
gendmico integro y degradado (figura 18B). Para detectar especificamente la sefial de
Rodamina, el gel de agarosa se visualizd mediante un escaner para detectar florescencia
(Typhoon™). La sefial de rodamina de los complejos chitosan-rod/pDNA por si solo fue muy
intensa (carril 3), y se observa que la permanencia de chitosan-rodamina de los complejos
chitosan-rod/pDNA aplicados en la regién cervicovaginal disminuye a través del tiempo, con la
mayor intensidad detectada posterior a la aplicacion de los complejos y la menor o casi nula a
las 72 horas (figura 18C).
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Figura 16. Presencia y localizacién de chitosan de microparticulas chitosan/pDNA aplicadas en la region cervicovaginal de ratones.
Imagenes de microscopia confocal de células epiteliales de la regién cervicovaginal de ratones hembra transfectadas a diferentes tiempos con
microparticulas de chitosan/pDNA, donde el chitosan fue marcado con rodamina. Aumento: 40X.

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD PUBLICA 49



Resultados

Posterior a la
Aplicacion 24 Horas

Rodamina Campo Claro  Superposicion Rodamina Campo Claro  Superposicion

Figura 17. Localizacién celular de chitosan de microparticulas de chitosan/pDNA.
Planos focales de células epiteliales de la regién cervicovaginal de ratones hembra transfectadas con microparticulas de chitosan/pDNA, donde el
chitosan fue marcado con Rodamina. Profundidad entre planos 1.0 um. Aumento: 40X.
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1) Marcador de Peso Molecular (Lambda DNA/Eco91l), 2) pDNA, 3) Chitosan-Rodamina,
4) Sin Tratamiento, 5) 0 horas, 6) 24 horas, 7) 48 horas, 8) 72 horas.

Figura 18. Permanencia de chitosan en la region cervicovaginal de ratones hembra.

-

72

A) Gel de agarosa al 1% expuesto a luz UV previo a la tincién con BrEt, se observa solo chitosan. B) Gel tenido con BrEt. Se observa pDNA y
complejos chitosan/pDNA. C) Gel visualizado mediante el equipo Typhoon, se observa especificamente Rodamina. D) Cuantificacién especifica de

rodamina.
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Modelo murino de CaCU

Para generar el modelo murino de CaCU, se inocularon células BMK16/myc en una lesiéon
previamente formada con &acido acético en la zona cervicovaginal de ratonas Balb/c. Con la
finalidad de evaluar el mejor método para generar una lesion en la regién cervicovaginal, se
formaron grupos de ratonas y se les aplicé dcido acético mediante un citobrush o microbrush a
cada grupo. Veinticuatro horas después, se inocularon 2.5X10° células BMK16/myc en la zona
cervicovaginal de las ratonas en la lesién previamente formada, y 5 dias después de la
aplicacién de las células se observd una lesidn en la zona vulvoperineal en el 100% de los dos
grupos de ratonas inoculadas (figura 19). Las lesiones generadas en el grupo de ratonas donde
se utilizé el citobrush, muestran mayor inflamacién en comparacién con las que se utilizd
microbrush; ya que el citobrush genera mayor dano debido a su tamafio. Al no presentarse
diferencias en cuanto a la generacion de la lesién, los ensayos posteriores para generar el
modelo murino de CaCU se realizaron con microbrush. Ademdas se detectdé que el pH de la
mucosa cervicovaginal cambio de un pH acido (pH=5) sin lesién a un pH neutro (pH=7) en
ratonas con lesion.

Por otro lado, con la finalidad de caracterizar las lesiones generadas en la region cervicovaginal
por la aplicacion de las células tumorales, se realizé un estudio citoldgico a partir de raspados
cervicovaginales. Se detectaron cambios morfolégicos en las células epiteliales, presentando
anisocariosis y citoplasma naranjofilo en células escamosas, queratosis con naranjofilia,
paragueratosis, nucleacion con cromatina en grumos, binucleacién y citdlisis; refiriendo un
diagndstico con alteraciones citolégicas sugestivas de lesion escamosa intraepitelial de bajo
grado asociada con infeccién por VPH (Figura 20).

Adicionalmente, como una forma indirecta de verificar la implantacién de las células BMK-
16/myc en la region cervicovaginal de las ratonas, se detectd la expresidn de los oncogenes E6 y
E7 en las lesiones generadas por RT-PCR. Previamente se demostro que las células BMK-16/myc
expresan los oncogenes de manera constitutiva, por lo que la deteccién de la expresioén indica
que las células tumorales permanecen viables en el regién cervical. La figura 21, muestra la
expresion de los oncogenes E6 y E7 a partir de raspados cervicales de ratonas 5 dias de
evolucidn posterior a la administracion de las células tumorales. Como control positivo del
ensayo de RT-PCR se utilizé6 RNA derivado de células BMK-16/myc (carril 1) detectando un peso
molecular de 89 pb para E6 y 91 pb para E7. Las ratonas tratadas con acido acético sin la
aplicaciéon de las células tumorales no expresaron los oncogenes (carril 4), sin embargo, si fue
detectada la expresion de los oncogenes E6 y E7 en raspados de ratonas lesién y con la
aplicacién de células tumorales. Estos resultados indican claramente que las células BMK-
16/myc al ser administradas permanecen viables y se estan implantando en region
cervicovaginal de las ratonas. Adicionalmente, se monitéreo el crecimiento tumoral hasta 45
dias posterior a la administracidn de las células tumorales.
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GRUPO | - Raspado cervicovaginal realizado con citobrush

Figura 20. Citologia cervicovaginal del modelo murino de CaCU.
Se muestran cambios epiteliales. A) Anisocariosis y citoplasma naranjofilo en células escamosas. B)
Ndcleos con cromatina en grumos C) Queratosis con naranjofilia y paraqueratosis. D) Hipercromacia,
anisocariosis y pleomorfismo.
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1) Marcador de Peso Molecular (Ladder 50), 2) Linea celular BMK16/myc, 3) Control Negativo, 4) Raton con lesion, sin
células BMK16/myc, 5) Raton con lesion, con células BMK | 6/myc,
6) Ratdn con lesion, con células BMK 1 6/myc

Figura 21. Expresion de los oncogenes E6y E7 en el modelo murino de CaCU.
A) Expresion del oncogén E6 de VPH 16. B) Expresion del oncogén E7 de VPH 16.

Con el objetivo de verificar la masa tumoral y el desarrollo de un modelo murino de CaCU, se
realizd la extirpacion del aparato reproductor de las ratonas con 45 dias de evolucion después
de la aplicacion de las células BMK16/myc. En la figura 22A se muestra la region vulvoperineal
de ratonas con el desarrollo de tumores aparentes donde es evidente inflamacion en esta zona,
y en la figura 22B se observa el aparato reproductor extirpado de las ratonas a los 45 dias
posteriores a la administracion de las células tumorales. Notablemente, se observa el
crecimiento de una masa tumoral en la regién cervicovaginal, asi como inflamaciéon en los
cuernos uterinos, lo cual es evidente cuando se compara con la morfologia de un aparato
reproductor de una ratona sin lesién (Figura 22C). Sin embargo, para determinar la
implantacion de las células BMK16/myc en el cérvix, es necesario el diagndstico histopatoldgico
de las biopsias.
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Figura 22. Biopsias del aparato reproductor de ratonas Balb/c posterior a la generacion de modelo de
CaCU.

A) Lesion visible en la zona vulvoperineal. B) Aparato reproductor de ratonas posterior a la generacion del
modelo de CaCU. Se observa crecimiento de masa tumoral en la region cervicovaginal. C) Aparato
reproductor de una ratona sin intervencion.
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Efecto antitumoral de IL-12

Con la intencién de evaluar el efecto antitumoral del gen de IL-12 en el modelo murino de
CaCU, se administré una dosis Unica de 5 g del pldsmido pNGVL3-mIL12 de forma tdpica en
complejo chitosan-DNA plasmidico. La aplicacién se realizé mediante micropipeta al quinto dia
posterior a la administracién de las células tumorales (dia en que se verificd la implantacion de
las células BMK-16/myc). Debido a la complejidad de como evaluar el efecto antitumoral del
gen de la IL-12 en el modelo tumoral murino VPH 16 positivo en la regién cervicovaginal, se
midio la expresidn de los oncogenes E6 y E7 en raspados cervicovaginales de ratonas con tumor
tratadas con el gen de IL-12 versus sin tratamiento a diferentes tiempos. El andlisis de la
expresiéon de los oncogenes E6 y E7 se realizd por RT-PCR tiempo real, considerando la
expresion relativa de cada oncogén en las ratonas tratadas con chitosan/pDNA(IL-12)
comparando con la expresion relativa de cada oncogén de las ratonas con tumor sin
tratamiento (ver materiales y métodos). En la figura 23 se observa que la expresién del oncogén
E6 disminuye a las 24 y 48 horas posteriores a la aplicacion de los complejos chitosan/pDNA(IL-
12) comparado con las ratonas con tumor pero sin tratamiento. Sin embargo, la expresion
aumenta ligeramente a las 72 horas. Por otro lado, la expresion del oncogén E7 inicialmente
presenta un ligero aumento a las 24 horas posteriores a la administracion de los complejos
chitosan/pDNA(IL-12). Sin embargo, a las 48 horas la expresidon disminuye y es mas evidente a
las 72 horas posteriores a la aplicacion de los complejos chitosan/pDNA(IL-12). Estos resultados
indican que en el tratamiento con los complejos chitosan/pDNA(IL-12) en el modelo
experimental tumoral VPH 16 positivo desarrollado en la regidn cervicovaginal; la IL-12 favorece
la activacidn de la respuesta inmune celular generando efectos sobre las células tumorales en la
regién cervicovaginal y en consecuencia la expresion de los oncogenes E6 y E7 disminuye. Sin
embargo, no se detectd inhibicidn total de la expresion de los oncogenes, lo cual abre la
posibilidad de aumentar la concentracién del DNA plasmidico y el nimero de dosis via tépica.
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Figura 23. Expresion de los oncogenes E6 y E7 posterior a la aplicacion de los complejos
chitosan/pDNA(IL-12).
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DISCUSION

El cancer cervicouterino (CaCU) representa un problema de salud publica global por lo que es
necesario fomentar la investigacion en la busqueda y desarrollo de nuevas estrategias
profilacticas enfocadas en la prevencién de la infeccién por virus del papiloma humano (VPH) y
terapéuticas enfocadas en el tratamiento de lesiones premalignas y del CaCU. En este sentido,
la evaluacion de nuevas moléculas con potencial terapéutico ha sido promisoria vy
particularmente las citocinas como inmunoreguladores tienen un potencial muy relevante para
el tratamiento del cancer.

Ampliamente se ha demostrado en diversos modelos preclinicos de cancer que la interleucina
12 (IL-12) tiene propiedades antitumorales.”>”’> Sin embargo, la administracion sistémica en
pacientes es limitada debido a su toxicidad dosis-dependiente.® 6% 71 A fin de evitar la toxicidad
sistémica causada por la administracién de la proteina recombinante de IL-12, se ha utilizado la
terapia génica como una herramienta molecular que permite la expresién local y eficiente del
gen que codifica para IL-12 en el tumor manteniendo bajas concentraciones de IL-12 en el
suero. Adicionalmente, con la perspectiva para el tratamiento de lesiones premalignas y del
CaCU, se propone a un biopolimero catidonico como vehiculo de liberacion del gen de IL-12 de
forma local y tépica mediante terapia génica no viral (DNA desnudo), como una estrategia
terapéutica que se puede llevar a la practica clinica. Particularmente, el chitosan es un polimero
biodegradable que tiene las propiedades de ser biocompatible, mucoadhesivo, antimicrobiano,
antifungico y tiene muy baja toxicidad;'> & 133 3| ser un policatidon puede encapsular a DNA
plasmidico, por lo tanto es un excelente vehiculo para transportar un pldsmido que exprese el
gen de la IL-12 para el tratamiento local (mediante spray) de lesiones premalignas y del CaCU.

El interés del presente trabajo fue desarrollar complejos de chitosan con DNA plasmidico que
contengan el gen de IL-12, caracterizar los complejos, determinar la capacidad de
encapsulamiento de DNA plasmidico por el chitosan, envasar los complejos en un sistema de
spray, monitorear la distribucién y la permanencia de los complejos chitosan/pDNA en las
células epiteliales de la mucosa cervical y determinar el efecto antitumoral de los complejos
chitosan/pDNA(IL-12) en un modelo de cancer cervicouterino VPH 16 positivo desarrollado en
ratones Balb/c.

Los complejos chitosan/pDNA fueron preparados por el método de coacervacion y
caracterizados considerando la eficiencia de encapsulamiento, ensayo de retardamiento en gel
y estabilidad posterior al disparo mediante un sistema de spray. En relacién a la eficiencia de
encapsulamiento, se obtuvieron valores aproximados del 90% para el plasmido pNGVL3-mlIL12
(6.2 Kb) y 85% para el pldsmido pcDNA3 (5.4 Kb). Con estos resultados se observd que existe
una relacion entre el peso molecular del DNA plasmidico y la eficiencia de encapsulamiento,
dénde a mayor peso molecular del DNA plasmidico mayor es la eficiencia de encapsulamiento.
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Los resultados son congruentes con la eficiencia de encapsulamiento reportada por Ozbas-
Turan en 2003, y ademas fue superior a lo reportado por Dastan y Turan en 2004.53% 177 Esto se
debe a que el método utilizado para formacion de los complejos chitosan/pDNA fue
optimizado. Durante la formacién de los complejos chitosan/pDNA, ocurre la interaccién idnica
entre los grupos amino cargados positivamente presentes en las unidades glucosamina del
chitosan y las cargas negativas de los grupos fosfato del DNA.’8 179 En el proceso el chitosan es
diluido en 4acido acético previo a la interaccién con el DNA plasmidico para aumentar la
interaccion con el DNA, en nuestra metodologia el chitosan se mantuvo diluido por mayor
tiempo en acido acético. Probablemente, esta modificacion aumenté las cargas positivas en sus
grupos amino en el chitosan, incrementando la interaccidn con los grupos fosfato del DNA
plasmidico y favoreciendo la formacién de los complejos. Con estos resultados, se demuestra
gue el chitosan puede encapsular los plasmidos pNGVL3-mIL12 y pcDNA3 en altos porcentajes.
Por otro lado, con la finalidad de monitorear el chitosan y el DNA plasmidico en la mucosa
cervical, el chitosan es marcado con rodamina y el DNA fue marcado con Cy5 previo a la
formacion de los complejos de manera independiente. La eficiencia de encapsulamiento se
mantuvo constante en los complejos chitosan-rodamina, sin embargo, para el DNA-Cy5 la
eficiencia de encapsulamiento disminuye hasta un 55.0%. La baja eficiencia puede estar
relacionada con la unién covalente que se forma entre la Cy5 y el pDNA lo que generar un
impedimento estérico y limita la formacion de los complejos con el chitosan.

Adicionalmente, se demostré que la integridad del DNA plasmidico no fue afectada por el
proceso de preparacion de los complejos. El analisis electroforético de los complejos y los
productos intermediarios de los procesos, demostré que la integridad y movilidad
electroforética del DNA plasmidico no se afectan por el tratamiento con Na;SO4 (para aumentar
las cargas positivas del DNA), ni por los lavados y precipitacidon de los complejos chitosan/pDNA
(figura 11). Cuando el DNA plasmidico es encapsulado por el chitosan se forman complejos que
impiden que el DNA sea liberado, por lo que en los geles de agarosa se detecta al DNA
plasmidico en el pozo de carga del gel encapsulado por el chitosdn y es incapaz de migrar a
través del gel; la concentracién del DNA plasmidico sin encapsular es tan pequefia que no es
posible ser visualizada en el gel. Estos resultados son consistentes con previos reportes en
referencia a la formacion de complejos chitosan-pDNA.8% 181 Adicionalmente, se verificd que la
estabilidad de los complejos no se viera afectada por la presién ejercida por la bomba de spray
al momento del disparo. Los complejos chitosan/pDNA recuperados después del disparo se
analizaron electroforéticamente y se comprobd que no hubo liberacién de DNA plasmidico de
los complejos chitosan/pDNA. Estos resultados demuestran que el chitosan es un polimero que
tiene capacidad de encapsular al DNA plasmidico con alta eficiencia y que los complejos
chitosan/pDNA formados se mantienen estables aun después de su aplicacion en un sistema de

spray.
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Por otro lado, se monitored la localizacidn del chitosan y del DNA plasmidico de los complejos
chitosan/pDNA en las células del epitelio cervicovaginal. Al aplicar complejos de chitosan-
PCDNA3 (chitosan marcado con rodamina y DNA marcado con Cy5 de manera independiente)
en forma spray en la regidn cervicovaginal de ratonas, no se pudo detectar el chitosan y al DNA
plasmidico. La boquilla de la bomba de spray no fue la mds adecuada para el tamano anatémico
de la vagina de las ratonas, lo cual no favorece la entrada de los complejos chitosan/pDNA en la
region cervicovaginal. Debido a esto el monitoreo del chitosdan y DNA en la mucosa cervical se
realizd mediante aplicacién local con una micropipeta, ya que es mas estrecha y los complejos
chitosan/pDNA se pueden aplicar con mayor profundidad en la region cervicovaginal.

Durante el rastreo celular se verificd que tanto el DNA plasmidico como el chitosan se
internalizan a partir de las primeras horas posteriores a la aplicacion. Este resultado concuerda
con lo reportado por Huang y colaboradores en 2005, donde a partir de la primera hora
posterior a la transfeccion las microparticulas de chitosan/pDNA se localizan dentro de la
célula.'® Cuando se realiza el seguimiento al rastreo celular de los complejos chitosan/pDNA a
diferentes tiempos, podemos verificar la presencia tanto de chitosan como de DNA plasmidico
a las 24 horas dentro de la célula e incluso en el nucleo celular, lo cual corresponde a lo
reportado por Nimesh y colaboradores en 2010.17% La presencia de DNA plasmidico en el
interior de la célula se mantuvo hasta las 72 horas, a diferencia del chitosan que se mantuvo
hasta las 48 horas, lo cual puede indicar la biodegradaciéon del chitosan en la region
cervicovaginal. Estos resultados son corroborados al medir la permanencia del chitosan en la
region cervicovaginal, donde se encontré que el chitosan permanece hasta las 48 horas dentro
de la regidn cervicovaginal y posteriormente la sefial de chitosan (rodamina) es muy débil. Por
lo que podemos concluir que el chitosan favorece la transgénesis del DNA plasmidico en las
células epiteliales de la mucosa cervicovaginal, y que después de las 48 horas posteriores a la
aplicacion, el chitosdn es biodegradado.

Por otro lado, se han desarrollado diversos modelos de tumor en ratones asociados al VPH, con
un acercamiento al cancer cervical para probar estrategias enfocadas en el tratamiento de
lesiones precursoras y neoplasias asociadas al cancer cervicouterino. Sin embargo, no se ha
logrado generar el modelo mas cercano a lo que ocurre en humanos. Los primeros modelos
tumorales reportados estan basados en papilomas en conejos asociados a virus del papiloma de
conejos, sin embargo la limitante de este modelo es la especificidad del virus y su extrapolacién
en humanos.’® Adicionalmente, se han generado modelos tumorales basados en la
administracion de lineas celulares derivadas de cancer cervicouterino VPH 16 y 18 positivos en
ratones desnudos. Estos modelos han sido usados ampliamente para probar drogas y sistemas
de inhibiciéon de los oncogenes E6 y E7, sin embargo no pueden ser utilizados para evaluar
estrategias terapéuticas basadas en la activacidn de la respuesta inmune, ya que son modelos
inmunodeficientes.'®>%7 Otros modelos se han desarrollado en ratones inmunocompetentes
usando lineas celulares singénicas de ratones transformadas con los oncogenes E5, E6, E7 o
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combinaciones de estos. En estos modelos se han evaluado multiples estrategias terapéuticas
gue incluyen, entre otras, la activacion de la respuesta inmune. Sin embargo estos modelos
tienen la desventaja de desarrollarse en sitios anatémicos fuera de donde normalmente se
desarrolla la lesién (ectdpico), o el desarrollo de cancer cervicouterino es resultado de un
evento secundario.'’? 183 En este sentido, el presente trabajo estuvo enfocado a desarrollar un
modelo tumoral mds cercano a la historia natural del cancer cervicouterino en humanos
asociado a la infeccién por el virus del papiloma humano. En este trabajo se desarrollé un
modelo de cdancer cervicouterino en ratonas balb/c inmunocompetentes mediante la
implantacion de células singénicas transformadas con el genoma completo del virus del
papiloma humano y con la expresion de los oncogenes E6 y E7 (BMK-16/myc). Basados en un
modelo de cédncer cervicouterino generado por la implantacion de una linea de cancer de mama
VPH negativa, se generd el modelo tumoral VPH 16 positivo.l’® Se administraron células
BMK16/myc en la regién cervicovaginal de ratonas balb/c. Previo a la administracién de las
células tumorales, se indujo el desarrollo de una lesién con acido acético (ver metodologia). El
monitoreo de la lesidon se realizé mediante citologias cervicovaginales, las cuales revelaron
cambios morfoldgicos sugestivos al desarrollo de lesiones intraepiteliales de bajo grado. Con la
finalidad de determinar la implantacion de las células tumorales en la lesion, se evalud la
expresion de los oncogenes E6 y E7 mediante RT-PCR de raspados cervicovaginales en el sitio
de la lesion. La expresion de los oncogenes E6 y E7 indica que las células BMK-16/myc al ser
administradas permanecen viables y se estan implantando en regién cervicovaginal de las
ratonas. Estos resultados demuestran la capacidad de implantacién de las células tumorales y la
generacion de una lesion en la regidén cervicovaginal positiva al VPH 16. La localizacion
anatomica de la lesién no permite el monitoreo visual directo del desarrollo de ésta. Por ésta
razén se extirpo6 el aparato reproductor de ratonas con una lesion de 35 dias de evolucién y asi
poder obtener una imagen clara del crecimiento de la masa tumoral. El analisis macroscépico
del aparato reproductor de las ratonas, demostré evidente inflamacion en la regiéon
cervicovaginal y en los cuernos uterinos, asi como el crecimiento de una masa tumoral en la
regién cervical, la cual es evidente cuando se compara con la morfologia de un aparato
reproductor de una ratona sin lesidn. Sin embargo, el diagndstico histopatolégico del tejido es
necesario para determinar la implantacion de las células tumorales especificamente en el
cérvix.

Por otra parte, la IL-12 es una de las citocinas mas promisorias en terapia contra el cancer. Sus
efectos terapéuticos han sido demostrados en una gran variedad de tumores en modelos
animales mediante su administracién sistémica o local.”>”> Sin embargo, debido a la toxicidad
dosis-dependiente causada por la administracion sistémica de la proteina, la expresion local y
eficiente del gen que codifica para IL-12 en el tumor (terapia génica), representa un enfoque
alternativo a la inmunoterapia. Particularmente, la IL-12 es una de las citocinas mas utilizadas
en terapia génica contra el cancer cervicouterino. Su efecto antitumoral se ha demostrado en
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diversos modelos animales con tumores asociados al VPH, mediante el uso de terapia génica no
viral (DNA desnudo), terapia génica viral con adenovirus, terapia celular y en combinacién con
los oncogenes E6 y E7; observandose un efecto de represién del crecimiento tumoral en todos
los casos. %% 184 185 No obstante, los modelos tumorales utilizados en estos ensayos son
desarrollados en sitios anatémicos fuera de donde normalmente se desarrolla el cancer
cervicouterino y sus lesiones precursoras. Debido a esto, una vez generado el modelo de cancer
cervicouterino positivo al VPH 16 en ratdn. Se evalud el efecto antitumoral del gen de IL-12
aplicado mediante complejos chitosan/pDNA. La administracion del plasmido pNGVL3m-IL-12
en complejos chitosan/pDNA(IL-12) se realizé de forma directa en la lesion generada mediante
una punta de micropipeta usando una dosis Unica de 5 pg de DNA plasmidico.

El efecto antitumoral del gen de IL-12 sobre el modelo de cancer cervicouterino se evalud de
una forma indirecta, detectando las expresion de los oncogenes E6 y E7 en raspados
cervicovaginales de ratonas con tumor tratadas con el gen de IL-12 a diferentes tiempos
mediante RT-PCR tiempo real versus los ratones control (sin tratamiento con lesién). En los
ensayos cuantitativos por RT-PCR tiempo real se encontré que la expresién de los oncogenes E6
y E7 disminuye después de la aplicacién de los complejos chitosan/pDNA(IL-12) comparado con
la expresion de los oncogenes E6 y E7 de ratonas sin tratamiento pero con lesidon. Con estos
resultados se puede concluir que el gen de IL-12 aplicado mediante complejos
chitosan/pDNA(IL-12) en el modelo murino de cancer cervicouterino tiene un efecto
antitumoral. Estos resultados son congruentes con reportes en donde se demuestra la habilidad
de la IL-12 para inducir la regresion tumoral y el desarrollo de una potente inmunidad
antitumoral en estudios preclinicos en ratones.'®18 Algunos de estos reportes han
demostrado que el efecto antitumoral de IL-12 es dependiente de la activacion y proliferacion
de los linfocitos T CD8+ citotdxicos y del aumento en la produccidon de IFN-y en el sitio de
inmunizacidn, el cual es producto de la activacién de las células NK.'®” %0 Debido a esto, es
posible inferir que la administracion de los complejos chitosan/pDNA(IL-12) favorece la
activacion de la respuesta inmune celular, la cual ejerce su funcion efectora sobre las células
tumorales, disminuyendo la expresion de los oncogenes E6 y E7. Sin embargo, no se logra abatir
totalmente la expresién de los oncogenes E6 y E7 en el modelo tumoral. La baja toxicidad del
chitosan, su biocompatiblidad y biodegradabilidad en conjunto con la baja concentracidon en
suero de IL-12 permiten abrir la perspectiva de aumentar la concentracion del DNA plasmidico
(PNGVL3mIL-12) y el nimero de dosis aplicadas via topica o combinaciones de ambas.

En este trabajo se planted generar una estrategia terapéutica para el cancer cervical con una
perspectiva de aplicacidn tdpica, mediante terapia génica usando el gen IL-12 en conjunto con
un sistema de liberacidn de genes basado en el biopolimero chitosdan. Se demostré que el
chitosdn tiene la capacidad de encapsular al DNA plasmidico formando microparticulas
chitosan/pDNA. Estas microparticulas se mantienen estables y mantienen integro al DNA
plasmidico después de ser aplicadas mediante un sistema de spray. Adicionalmente se
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demostrd que el chitosan es un buen candidato como vehiculo de liberacién de genes y que
favorece la transgénesis in vivo del DNA plasmidico en las células del epitelio cervical.
Finalmente se demostré que la aplicacion del gen de IL-12 mediante complejos chitosan/pDNA
en un modelo murino de cancer cervicouterino ejerce un efecto antitumoral discreto con la
dosis empleada. Por lo que esta estrategia tiene un gran potencial como tratamiento tépico
para el control de lesiones premalignas y CaCU asociadas a la infeccién de VPH.
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CONCLUSIONES

El chitosan tiene la habilidad de encapsular al pDNA formando particulas estables bajo las
condiciones mostradas.

La presencia de chitosan y DNA plasmidico tanto en la membrana como en el interior de las
células epiteliales de la mucosa cervical después de la aplicacion de los complejos
chitosan/pDNA, demuestra que el chitosan es un buen candidato como vehiculo de
liberacién de genes en células de la mucosa cervical.

El complejo chitosan/pDNA desarrollado tiene capacidad de transgénesis a las 24 horas
después de su aplicacién en la mucosa cervicovaginal.

La aplicacién en spray del complejo chitosan/pDNA no pudo demostrarse por problemas
anatémicos del modelo.

El tiempo de biodegradacion de chitosan de bajo peso molecular fue de aproximadamente
72 horas en la region cervicovaginal de ratonas balb/c.

Se generd un modelo murino de cadncer cervicouterino positivo a VPH 16 en ratones balb/c
mediante la inoculacidn de células BMK16/myc en la region cervicovaginal de las ratonas.

La expresion de los oncogenes E6 y E7 de VPH, disminuye después de la aplicacion de los
complejos chitosan-pDNA (IL-12).
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PERSPECTIVAS

- Confirmar la implantacion de las células BMK-16/myc en el modelo murino de cancer
cervicouterino mediante histopatologia.

- Desarrollar un método mas eficiente para dar seguimiento al efecto de IL-12 en el modelo
murino de cédncer cervicouterino.

- Medir la expresion de IL-12 en el modelo murino de cédncer cervicouterino después de la
aplicacion de los complejos chitosan/pDNA(IL-12).

- Evaluar el efecto terapéutico de IL-12 en el modelo murino de cancer cervicouterino
incrementando la dosis terapéutica o el nimero de dosis.

- Medir el perfil de expresion de citocinas de la respuesta inmune tipo Th1/Th2 en respuesta a
la aplicacion de los complejos chitosan/pDNA(IL-12).
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Anexo 1. Plasmidos utilizados para la formacion de complejos chitosan/pDNA. A) Plasmido

PNGVL3m-IL12 B) Plasmido pcDNA3
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Anexos

SISTEMA PARA LA APLICACION DE PRODUCTOS FARMACEUTICOS

/Volumen por dosis:\

20-50 pL

Capacidad:
1.5mL

‘ Boquilla:

A" y

CARACTERISTICAS:

*No permite entrada de
microorganismos.

*Filtro de aire de
ventilacion (0.02 pum).
*Sistema de presidon

Qalanceada. /

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD PUBLICA 78



Anexos

Inoculacién 2.5X10°
células BMK-16/myc

Lesion con Aplicacion complejos
dcido acético chitosan/pDNA (IL-12)
TiEMPO | I | | ] | | | i | | |
(QIAS) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13
RASPADOS Posteriora 24 48 72
CERVICOVAGINALES laaplicacién Horas  Horas  Horas

Anexo 3. Linea de tiempo del modelo murino de cancer cervicouterino.
Se muestra aplicacidn de los complejos chitosan/pDNA(IL-12) y muestreo.
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