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CRISPR-Cas Y SU APLICACION SOBRE UN MODELO DE ADENOVIRUS COMO
ALTERNATIVA TERAPEUTICA PARA LA RESOLUCION DE LA LMC

1. Resumen.
La tecnologia CRISPR-Cas fué¢ descubierta por primera vez en S. pyogenes y corresponde a un

sistema de defensa que poseen las bacterias contra los fagos y plasmidos; recientes
investigaciones apuntan diferentes miras y alcances que posee esta herramienta en materia de
edicion génica. Sumado a esto, en revisiones actuales se ha demostrado que la terapia viral
oncolitica juega cada vez mas un rol importante en la resolucion tanto de tumores sélidos como
de malignidades hematolédgicas como lo es la leucemia mieloide cronica (LMC). Es por ello, que
esta revision busca definir como alternativa terapéutica a los casos de frecuente recaida, la

implementacion de un modelo de Adenovirus genéticamente modificado por la tecnologia



CRISPR-Cas como posible alternativa terapéutica para la resolucion de la LMC dentro del marco

del analisis documental.

Palabras claves: CRISPR-Cas, terapia viral oncolitica, leucemia mieloide cronica, Adenovirus.

Abstract.

CRISPR-Cas technology was discovered for the first time in S. pyogenes and is a defense system
that bacteria have against phages and plasmids; Recent research points to different perspectives

and scope of this tool in terms of gene editing. In addition to this, current reviews have shown

10
that oncolytic viral therapy plays an increasingly important role in the resolution of both solid

tumors and hematological malignancies such as chronic myeloid leukemia (CML). For this
reason, this review seeks to define as a therapeutic alternative to cases of relapse frequency, the
implementation of a genetically modified Adenovirus model by CRISPR-Cas technology as a
possible therapeutic alternative for the resolution of CML within the framework of the

documentary analysis.

Key words: CRISPR-Cas, oncolytic viral therapy, chronic myeloid leukemia, Adenovirus.

Glosario

ADARI: Adenosina deaminasa, enzima involucrada en la edicion del RNAds en el humano,
codificada en el gen ADAR y actualmente implicada con la leumogénesis desregulada en la

LMC.

ADN: Acido desoxirribonucleico, molécula que contiene la totalidad de la informacion genética

de un individuo y que se expresa fenotipicamente.



Ad5/52s: Adenovirus serotipo 5, modificado quimericamente para expresar el fiber corto del

Adenovirus 52s.

ARNcr/ARNsg: En conjunto corresponden al material génico que carga la endonucleasa de la
herramienta CRISPR-Cas que es complementario a la porcion genética sobre la cual se desea

generar la delecion en cualquier célula diana.

BCR-ABL: Oncogen responsable del desarrollo de la LMC en pacientes filadelfia positivos.

CAR: Receptor de Coxsackievirus y Adenovirus.
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CD: Cluster de diferenciacion celular, corresponde al perfil molecular que permite la

diferenciacion de los linajes celulares presentes en el cuerpo humano y animal.

CRISPR-Cas: Herramienta de edicion génica extraida por primera vez de S. pyogenes capaz de
generar accion nucleasa a partir de la complementariedad de bases mediante un RNA guia y un

PAM.

FMEV: Vector retroviral implementado como terapia viral oncolitica para la resolucion de

eventos neoplasicos diferentes a la leucemia.

FSP: Frotis de sangre periférica, examen de rutina implementado en el area de hematologia para

el diagnostico de sindromes y enfermedades que le competen al area de disciplina.

GATA-1: Proteina y factor de transcripcion que en condiciones normales se involucra con la

regulacion de la proliferacion celular y en condiciones patoldgicas con el desarrollo oncologico.

GTOVT: Terapia viral oncolitica dirigida a genes.



HDR: Reparacion por homologia libre de errores presente en la edicion génica por la tecnologia

CRISPR-Cas.

HLA: Antigenos leucocitarios humanos.

Hsp27: Proteina de choque térmico 27.

INF (ALFA): Interferon alfa, actualmente una de las vias terapéuticas en busca de la remision de

la LMC.
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ITK: Inhibidores de tirosina kinasa, farmacos de primera linea administrados en pacientes con

LMC.

LDH: Lactato deshidrogenasa, enzima distribuida en diferentes tejidos del cuerpo, incluida la

sangre; marcador de hemdlisis.

LLA: Leucemia linfoide aguda, trastorno que suele cursar con blastos >25%, anemia,
trombocitopenia y neutropenia con o sin leucocitosis. Linaje celular predominante de origen

linfoide.

LMA: Leucemia mieloide aguda, trastorno que suele cursar con blastos >25%, anemia,
trombocitopenia y neutropenia con o sin leucocitosis. Linaje celular predominante de origen

mieloide.

LMC: Leucemia mieloide crénica, trastorno que suele cursar con leucocitosis y trombocitosis

marcada, blastos <10%, corresponde a un sindrome mieloprofilerativo producto de la



yuxtaposicion de del protooncogén ABL, procedente del cromosoma 9, a la region M-ber del

cromosoma 22.

MOI: Multiplicidad de infeccion, cociente que relaciona la carga de un agente, generalmente

viral para incidir sobre una linea celular objetivo.

MPEV: Virus de Manhattan, cuyo material genético estd compuesto de ARN y ha sido
implementado como terapia viral oncolitica en busca de la resolucion de eventos neoplasicos

diferentes a la LMC.

PAM: Motivo adyacente de protoespaciador, secuencia génica de 3 o mas nucleodtidos que

conforman una sefial para la endonucleasa ubique el punto de edicion génica.
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PD-1: Proteina de muerte celular programada 1.

Ph (+): cromosoma filadelfia positivo, producto de la translocacion de la porcion ABL del

cromosoma 9 a la regién m-ber del cromosoma 22.

P53: Es una proteina supresora de tumores. En la especie humana, el gen p53 o TP53, también
llamado el “guardian del genoma”, se encuentra en el brazo corto del cromosoma 17 y codifica

un factor de transcripcion nuclear de 43.7 KDa.

P300: Acetiltransferasa involucrada con la sobreexpresion de GATA-1.

RAS /RAF / MEK / ERK, GDP/GTP, Vias STAT, Via PI3K/AKT/mTOR: Vias de sefalizacion

involucradas con la supervivencia y proliferacion celular en pacientes con LMC.



RMGT: virus retroviral implementado como terapia viral oncolitica para la resolucion de

enfermedades diferentes a las leucemias.

SMD: Sindrome mielodisplasico.

TRAIL: Ligando inductor de apoptosis relacionado con el TNF.

VHS-1: Virus del herpes tipo 1.

2. Introduccion.

CRISPR traduce repeticiones palindromicas cortas agrupadas regularmente interespaciadas y
corresponde al sistema inmune que poseen las bacterias contra fagos y plasmidos. Recientes

investigaciones apuntan una nueva mira de este sistema en pro de la edicion génica para lo cual
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solo es necesaria la endonucleasa, un motivo adyacente de protoespaciador (PAM) en la célula

diana y un ARN guia. Asi, esta herramienta ha demostrado ser altamente especifica y estable a
nivel celular en la medida en la que la endonucleasa expone a lo largo de la literatura sélo ejercer
su accion sobre aquellas porciones de PAM que ademas conserve complementariedad de bases
con el ARN guia, criterios que al no frecuentar en un mismo genoma reduce las posibilidades de

delecion accidental!.

Por otro lado, la terapia viral oncolitica consiste en la implementacion de modelos virales
modificados genéticamente con el fin de usarlos como vectores de antioncogenes que permitan la
resolucion tanto de tumores sélidos como de malignidades hematoldgicas como lo es la leucemia
linfoblastica aguda de células B (LLA-B) y la leucemia mieloide cronica (LMC). Esta alternativa

para muchas patologias resulta ser benéfica en contraste con las terapias farmacologicas en la

medida en que los vectores reportados por la literatura no han descrito interferencias



farmacoldgicas ni generacion de sustancias intermedias toxicas, en suma, han demostrado
tropismo unicamente por el linaje celular anomalo, baja toxicidad contra células sanas, baja
inmunogenicidad y buena tasa de transfeccion celular’. En particular, las investigaciones con
vectores virales basados en Adenovirus han venido en aumento debido a que (adicional a lo
mencionado anteriormente) han demostrado la mejor tasa de transfecciéon’', una buena y rapida
concentracion de particulas virales y alta flexibilidad en materia de edicion génica permitiendo
una insercion de material genético de hasta 38Kb, aspecto que permite entre otras cosas modificar
el tropismo de la particula viral. Es por ello que este modelo viral es es el escogido y descrito en
este trabajo de grado como alternativa terapéutica para la posible resolucion de la LMC, siendo
esta el trastorno mieloproliferativo mas comun representando entre un 15-20% de todos los casos

de leucemia''.

Asi, para el diagnostico se cuentan con variadas técnicas que van desde un analisis de FSP
apoyado con citometria de flujo, realizacion de cariotipo humano a partir de las células mieloides,
hasta hibridacion de fluorescencia in situ (FISH) y derivados*’. En cuanto a esta ultima, Tansatit
M afirma que FISH “no requiere cultivo celular y se puede aplicar directamente sobre tejidos

frescos™".
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Los hallazgos hematologicos mas destacables de la LMC en el frotis de sangre periférica

corresponden a la alteracion en la neutropoyesis, eosinonofilopoyesis, basofilopoyesis,
monocitopoyesis y la megacariopoyesis en razon a la prevalente desviacion a la izquierda y a la
proliferacion desregulada de cada una de esas lineas. Segln la investigacion realizada por Garcia,
este trastorno puede o no presentar cromosoma filadelfia positivo, siendo los pacientes
cromosoma filadelfia negativo quienes peor pronostico desarrollan?’. Sin embargo, en este
trabajo de grado se documenta la bibliografia que aborde la enfermedad con su presentacion
clasica: LMC cromosoma filadelfia positivo, por lo que la terapia alternativa descrita en este
documento tiene como objetivos terapéuticos proteinas y/o secuencias genéticas propias de esta

condicion.

En materia de objetivos terapéuticos, ante el hallazgo del papel de proliferacion celular que tiene



la tirosina quinasa (proteina producto del oncogén de fusion BCR-ABL) se desarrollaron lo que
hoy se conocen como inhibidores de tirosina quinasa de primera y segunda linea. Sin embargo,
recientes investigaciones como la liderada por Lee M han demostrado que estos inhibidores
tienen un efecto citotoxico significativo en linfocitos T CD8 debido al alza de PD-1 (muerte
celular programada) seguida de la administracion de algunos TKI*. Ademas, a menudo se
presentan casos de recaida en aumento; esto fue materia de estudio en la investigacion realizada
por Lompardia en la que menciona que parte significativa del nimero de pacientes con recaida
era debido a que una parte del linaje celular anomalo estaria secuestrado en fase GO por lo que el
uso de 4-metilumbeliferona e imatinib en conjunto no tendrian efecto sobre las células en dicha

fase™®.

Teniendo en cuenta que la fase GO implica un estadio celular maduro, metabdlicamente activo,
pero no proliferativo es primordial que las proximas terapias alternativas estén dirigidas al
reconocimiento de marcadores celulares que permitan diferenciar clones neoplasicos, de células
madre productoras de LMC y a su vez, éstas de células sanas. Por lo que a lo largo del desarrollo
de este trabajo de grado se abordan los marcadores celulares disponibles en la bibliografia desde

2010 hasta la actualidad, el modelo viral a implementar como terapia oncolitica y la edicion
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génica publicada por la literatura que demuestra la unidén ligando-receptor, reconocimiento,

ingreso y apoptosis de las células que estan asociadas con las recaidas terapéuticas y mortalidad,

asi como también de los clones neoplasicos.

3. Antecedentes.

Un primer estudio, esta vez liderado por Peltola M y colaboradores titulado
“Adenovirus-mediated gene transfer results in decreased lysosomal storage in brain and total
correction in liver of aspartylglucosaminuria (AGU) mouse” y publicado en mayo de 1998
mediante la caracterizacion molecular y estructural de AGA (una enzima que en condiciones
normales se encuentra presente en el higado) se establecidé un total de 13 embriones de raton

inicialmente sanos para realizar la mutacion asociada a AGU en humanos caracterizada por una



deficiente produccion de AGA. Una vez obtenidos los modelos murinos para la enfermedad, el
modelo viral (Ad-AGA) fue sometido a ensayos in vitro y murinos con 293 fibroblastos y 13

embriones de raton respectivamente.

De estos ensayos se demostro que el modelo basado en Adenovirus transfectd positivamente tanto
en el ensayo in vitro como murino, sin embargo, en este Ultimo caso el vector consiguid una
correccion parcial de la aspartilglucosaminuria, una enfermedad de almacenamiento lisosomal
autosomica recesiva de alta incidencia en la poblacion mundial. No obstante, este estudio
demuestra que, bajo la modificacioén del tropismo viral y demés estrategias moleculares, este es
un candidato apto como terapia viral oncolitica al demostrar ademés de su exitosa transfeccion,
una integridad intacta aun tras administrar el vector por via intravenosa, parametro indispensable

para su aplicacion en este trabajo de grado.

Un segundo estudio, liderado por Marini F y colaboradores titulado “Adenovirus as a gene
therapy vector for hematopoietic cells” y publicado en octubre de 1999 mediante la revision
bibliografica de 73 publicaciones de los ltimos afios logran recopilar las diferentes perspectivas
con respecto a la implementacion de los modelos Adenovirales para la resoluciéon de

malignidades hematologicas en la medida en que algunos autores afirman su incapacidad de
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transfectar linaje hematopoyético debido a la dependencia de CAR mientras que otros a partir de

estrategias como incubacion prolongada, MOI alto, aplicacion de citoquinas y mas recientemente
la modificacion genética del modelo, afirman una transfeccion satisfactoria en cualquiera de las

lineas celulares a estudiar.

Este estudio concluy6 que, los datos sugieren que si bien en modelo viral basado en Adenovirus
dependiente de CAR logra (deficientemente) la transfeccion en células madre hematopoyéticas
esto puede ser debido a una internalizacidn inespecifica de la particula viral, evento que puede ser
evitado a partir de la modificacion genética del vector. No obstante, esta internalizacion al no ser
mediada por CAR, estos vectores son inviables para la resolucion completa de malignidades

hematopoyéticas.



El proximo estudio de importancia para el desarrollo de este trabajo de grado fue el de Qian W'y
colaboradores titulado “Enhanced antitumor activity by a selective conditionally replicating
adenovirus combining with MDA-7/interleukin-24 for B-lymphoblastic leukemia via induction
of apoptosis” y publicado en noviembre del 2007 en el que, mediante la obtencion de aspirados
de médula 6sea de pacientes con infiltrado neoplasico mayor al 85% y la implementacion de
lineas celulares leucémicas sometieron a un modelo Adenoviral asociado a IL-4 y dependiente de

CAR a transduccion génica.

En esta investigacion demuestran por primera vez que el receptor CAR se expresa tanto en la
linea celular K562 (utilizada para ensayos in vitro de la LMC) como en células aisladas de
pacientes con la enfermedad. No obstante, la expresion de dicho receptor por citometria de flujo
fue mayor en el primero de ellos, mientras que en el ensayo in vivo la expresion fue menor del
33%. Ademads, se concluye que los adenovirus oncoliticos representan un nuevo enfoque
prometedor para tratar algunos tipos de leucemia debido a su expresion de CAR, y que MDA-7 /
IL-24 tiene una actividad antileucemia mejorada por induccion de apoptosis a través de multiples

vias de sefializacion.
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La proxima investigacion es la liderada por Xu C y colaboradores titulada

“BCR-ABL/GATA1/miR-138 mini circuitry contributes to the leukemogenesis of chronic
myeloid leukemia.” y publicada en diciembre del 2012 en la que mediante la obtencion de células
mononucleares a partir de aspirados de médula 6sea de pacientes diagnosticados con LMC y el
cultivo in vitro con lineas celulares K562, Ku812, HL-60, Kasumi-1, THP1, Jurkat, Molt-4 y
NB4 en RPMI-1640 logrd transfectarlas con miR-138 y asi, realizar ensayos de proliferacion

celular.

En esta investigacion se demostrd por primera vez que la expresion celular de BCR/ABL regula

negativamente a GATA-1 y miR-138 ambas involucradas con efectos antiproliferativos. Ademas,



tras transfectar tanto en ensayos in vitro como en los in vivo con el miR-138 se logré potenciar la

expresion de GATA-1 proteina asociada con la senescencia evidenciada en la investigacion.

Un ano después, Velasquez J y colaboradores publican su revision bibliografica titulada
“Diagnostico citogenético y seguimiento molecular en la leucemia mieloide cronica” en la que
mediante la revision bibliografica de 29 publicaciones recientes determinan el origen, las vias de

sefializacion, el diagnostico y el tratamiento de la LMC.

En esta revision bibliografica se declara que la leucemia mieloide crénica (LMC) es un trastorno
mieloproliferativo producto de la translocacion reciproca entre la porcion ABL del cromosoma 9
y el segmento M-ber del cromosoma 22. Ademads, se concluye por el polimorfismo de la
asociacion de ambas regiones, que la porcion ABL aporta el principio transformante mientras que

el segmento BCR al que va unido determina el fenotipo de la enfermedad.

Para el siguiente afio (2013), Mellier G y colaboradores en su investigacion titulada “Small
molecule sensitization to TRAIL is mediated via nuclear localization, phosphorylation and
inhibition of chaperone activity of Hsp27” publicada en octubre, mediante la transfeccion de la

linea celular de cancer de cuello uterino humano HeLa con un plasmido el cual contenia altas
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concentraciones de Hsp27 lograron evaluar el efecto del clorhidrato (LY303511) post-incubacion

a partir de ensayos de viabilidad celular y crecimiento clonogénico.

La investigacion probo por primera vez que la administracion de LY303511 (un clorhidrato)
reduce la concentracion intracelular Hsp27 a la vez que potencia la apoptosis extracelular
mediada por TRAIL debido a que la evidencia apunta a que esté, al fosforilar mantenidamente la
serina 82 induce una disociacion de los oligdbmeros de la proteina y posterior internalizacion y
degradacion a nivel nuclear llevando a la célula a una predisposicion de apoptosis extracelular.

Lo anterior apuntando a que la proteina de choque térmico Hsp27 no solo es un objetivo



terapéutico tentador sino que también se demostrd que es la molécula apropiada para incidir
negativamente sobre este, lo que finalmente condujo a la obtencion de la secuencia del

clorhidrato en la plataforma Genbank™.

Dos afios después (2015), Garcia M en su tesis doctoral titulada “GENERACION DE UN
ADENOVIRUS QUIMERICO ADS5/52s PSEUDOTIPADO CON LA PROTEINA FIBER
CORTA DEL Ad52 PARA SU CARACTERIZACION IN VITRO E IN VIVO COMO VECTOR
DE TERAPIA GENICA ” y publicada en noviembre, mediante el analisis y captacion de 473
publicaciones de dominio publico y la aplicacion de microscopia de fluorescencia, PCR,
plasmidos y ensayos in vitro logra exponer con amplitud los receptores de los diferentes tipos de
Adenovirus asi como también abarca temas como la biodistribucion de la particula viral, efecto
del sistema inmune frente a vectores virales, evasion de la respuesta inmune, y lo referente a la
construccion del modelo quimérico Ad5/52s asi como sus ventajas por sobre otros modelos
usados en la terapia viral oncolitica. Asi, durante el desarrollo de esta tesis doctoral se demostro
que el fiber corto del Ad52 reconoce como receptor al &cido sialico, molécula que al estar
presente en los leucocitos facilita la internacionalizacion de la particula viral. Asi como también,
entre otras cosas se concluye que, si bien esta particula quimérica no posee tanta capacidad
replicativa como el AdS, esta no representa un riesgo para la salud en la medida en que no
aumenta las concentraciones fisiologicas de trombina y no se ve secuestrado por el higado,

deficiencias observadas en la cepa salvaje (Ad5).
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En lo que respecta con las conclusiones llegadas en esta tesis doctoral fueron pilares

fundamentales para la orientacion del vector postulado aqui en la medida en que no solo es
menos patdgeno que la cepa salvaje, sino que también demuestra por microscopia de
fluorescencia un tropismo absoluto por las células de la LMC, caracteristica fundamental para

llevar a cabo la terapia viral oncolitica®.

Para julio del afo siguiente (2016), la empresa de biotecnologia en Espafia Abyntek en su

articulo titulado “INTRODUCCION A LA TECNOLOGIA CRISPR-CAS 9.” define las



aplicaciones, asi como también los pasos a seguir para implementar correctamente esta
herramienta de edicion génica. Este articulo concluye que, CRISPR-Cas permite generar
Knockouts, Knocking, activar o inhibir genes diana de forma selectiva, purificar regiones
especificas del DNA, asi como visualizar el DNA celular por microscopia de fluorescencia con la

insercion de reporteros fluorescentes.

Teniendo en cuenta que el modelo aqui descrito requiere de una ediciéon génica, y que esta
herramienta es actualmente la mas sencilla de implementar, este articulo fue de gran aporte en la

medida en que expone los pasos a seguir de forma simple y clara*'.

Un afio después (2017), Larripa J y colaboradores en su revision bibliografica “Leucemia
mieloide cronica” a partir del compendio y articulacion de 15 publicaciones actualizadas define
los criterios de seguimiento tanto citogenético como molecular de los pacientes con LMC
tratados, los mecanismos de resistencia a los ITK y la toxicidad farmacoldgica asociados a los
mismos. De esta revision bibliografica se concluyd que, los mecanismos de resistencia asociados
a los ITK son tanto dependientes como independientes de BCR-ABL, razon por la cual cada vez
mas se presenta mayor cantidad de casos con recaida y por lo que nuevos grupos de investigacion

buscan medidas alternativas a la administracion de estos farmacos.
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Un afo después (2018), Guerrero R en su tesis doctoral “Caracterizacion del potencial oncolitico

del aislamiento rotaviral Wtl-5 en cultivos primarios de leucemia linfoblastica aguda de
precursores B”, mediante el seguimiento de la infeccion de las células de la leucemia
linfoblastica aguda de precursores B y las células Reh por parte del modelo viral rotavirus Wt1-5
y andlisis por citometria de flujo, logréo determinar que para este vector, se preserva una
citotoxicidad dirigida unicamente a la poblacién neoplasica. Es asi, como ademas de los ensayos
experimentales, la recopilacion de bibliografia le permitié concluir que cualquier vector

oncolitico ejerce su toxicidad Gnicamente en las células neoplasicas debido a que son las que le



brindan el andamio fisico que posibilita tu replicacion. Debido a las conclusiones obtenidas en
esta tesis doctoral es que se posibilita ain més la implementacion de la terapia viral oncolitica
basada en Adenovirus (5/52s) en la medida en que no solo posee el tropismo para la internacion
viral, sino que también, los advenimientos de estas nuevas terapias dirigidas a genes garantizan y
demuestran una citotoxicidad baja a las células sanas por lo que es altamente especifica y segura
en ensayos in vivo®. Este autor, es el inico de todos los investigadores consultados que se
encuentra dentro del marco de la resoluciéon de malignidades hematologicas mediante terapia
viral onocilitica nacido en Colombia y formado puntualmente en la Universidad Nacional de
Colombia, quien ademas en otras revisiones ha implementado diferentes vectores como el virus
del herpes genéticamente modificado para el tratamiento del glioblastoma y el Adenovirus

serotipo 5 para la resolucion del mieloma multiple.

Un afio después (2019), Pickar A y colaboradores en su articulo “The next generation of
CRISPR—Cas technologies and applications.”, mediante la recopilacion de casi 250 publicaciones
de los ultimos 10 afios consiguieron establecer los avances en la edicion génica, los mecanismos
utilizados para la edicién de genes, los diferentes tipos de reparacion celular llevados a cabo tras
la delecion génica. Asi como también describen los diferentes enfoques asignados a esta
herramienta de edicidon génica no sin antes proporcionar generosamente 17 variantes de la
endonucleasa cas9 y sus respectivos motivos adyacentes de protoespaciador (PAM). En esta
revision bibliografica se concluyd que una de las pocas desventajas que posee esta tecnologia

radica en la construccion del RNA guia, asi como la seleccion de la endonucleasa
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por cada secuencia que se desee editar ello debido a que se fundamenta en la complementariedad

de bases. De este modo, esta revision bibliografica fue de gran valor para la construccion de la
herramienta de edicién génica en la medida en que proporcioné como ninguna otra publicacion,
los PAM reconocidos por cada variante de la endonucleasa 9, facilitando la busqueda de estas
cortas secuencias de material genético en el genoma del modelo viral aqui detallado, lo que hizo
posible entre otras cosas la delecion de los genes causantes de la virulencia asociada a

Adenovirus. Ademas, se relaciona fuertemente con el trabajo de grado debido a que comparten el



enfoque de la edicion génica como herramienta constructora de nuevos tratamientos®.

Para noviembre de este mismo afio (2019), Abudoureyimu M y colaboradores en su revision
bibliografica “Oncolytic Adenovirus—A Nova for Gene-Targeted Oncolytic Viral Therapy in
HCC”, mediante la recopilacion de mas de 100 publicaciones de los tltimos 10 afios, consigue
condensar 11 ensayos clinicos en los que usaron como vector viral al Adenovirus modificado
genéticamente asi como las fases experimentales que alcanz6 cada vector; ademas de explicar a
cabalidad los efectos que tendria sobre el modelo viral la delecion de cada uno de los genes
tempranos que lo componen (E1-4). En suma, ofrece un mapa genético del genoma viral y
diferentes estrategias para la evasion de la respuesta inmune en caso de usar este vector. En esta
revision bibliografica se demostro que la delecion del gen E1B-55 KDa suprime la capacidad de
transformacion celular por parte del modelo viral, la del gen E2 genera un vector de baja tasa de
replicacion celular, mientras que la delecion del gen E3 y E4 genera un vector viral con alta
capacidad de evasion de la respuesta inmune. Ademas, de concluir que la terapia viral oncolitica
ahora es un area completamente nueva en el tratamiento del cancer que brinda la posibilidad de

dirigirse a todos los tipos de neoplasias mediante el disefio de vectores virales.

Un afio después, McCarty N y colaboradores en su revision bibliografica “Multiplexed CRISPR
technologies for gene editing and transcriptional regulation.” mediante la compilacion y analisis
de 142 publicaciones prestigiosas, consiguid establecer estrategias implementadas en la
actualidad con esta herramienta de edicion génica como lo son la edicion multiplexada, los

circuitos genéticos y mapeo combinatorio ademas de exponer otros tipos de endonucleasa, su
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afinidad, PAM vy tipo de corte al realizar knockouts (romo o escalonado). En esta revision se

concluyo concretamente que la tecnologia CRISPR-Cas es la herramienta de edicion génica mas
sencilla de implementar ademas de poseer alta estabilidad a nivel intracelular y desencadenar
cambios genéticos permanentemente. Asi, la conclusion de esta revision bibliografica fue pilar
para la escogencia de la herramienta de edicion génica a implementar sobre el modelo de

Ad5/52s7.



Finalmente en abril del afio siguiente (2020) Bajaj J y colaboradores en su investigacion “An in
vivo genome-wide CRISPR screen identifies the RNA-binding protein Staufen2 as a key
regulator of myeloid leukemia” mediante el método estadistico y el uso de CRISPR para el
knockout de proteinas de union al RNA involucradas con la leumogénesis tanto en modelos
murinos como en las lineas celulares HEK293T y K562, microscopia de fluorescencia y la
recopilacion de 65 investigaciones desde 1996 hasta la actualidad, consiguieron no solo
interpretar los efectos de knockeo de las proteinas asociadas a la leumogenesis tanto en modelos
animales como en los ensayos in vitro sino que también establecer el papel sobre todo de la
proteina Staufen2 y ADARI en la fisiopatologia de la LMC. En esta investigacion se demostro
por primera vez el papel de ADAR1 como una enzima involucrada con la proliferacion celular de
las células madre hematopoyéticas, la reduccion de la supervivencia en los pacientes con LMC y

el salto de la fase cronica a la fase blastica %,

4. Objetivos.

Objetivo general
- Exponer la importancia de la implementacion de la tecnologia CRISPR-Cas sobre un modelo de
Adenovirus teniendo como ejemplo referente la alternativa terapéutica para la posible resolucion

de la LMC todo en el marco de una revision bibliografica.
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Objetivos especificos

- Explicar la importancia de la implementacion de la tecnologia CRISPR-Cas - Dar a conocer la
importancia de su aplicacion en un modelo de Adenovirus teniendo como ejemplo referente la

alternativa terapéutica para la resolucion de la LMC.

- Establecer las ventajas y desventajas que conlleva la edicion genética por tecnologia



CRISPR-Cas.

5. Disefio metodolégico.

El presente trabajo es una investigacion de tipo documental, descriptiva, puesto que fue necesario
un proceso sistematico de indagacion, organizacion y analisis de informacién de articulos
cientificos, documentos web, entre otros estudios y descriptiva debido a que se centra en la

definicion de las caracteristicas principales de un fenémeno.

Se tuvieron en cuenta los siguientes criterios de inclusion para el material documental:

1. El material de apoyo debia estar publicado por lo menos en un 85% en revistas de alto
impacto (Q1 y Q2) como Nature, Science, Oncotarget, entre otros.

2. Las publicaciones debian ser a partir del afio 2010 y posteriores (a menos que el articulo

y/o investigacion fuera fundamental para el desarrollo del trabajo de grado). 3. Bajo el

esquema de pertinencia, la literatura consultada debia contener temas relacionados con

tecnologia CRISPR-Cas, generalidades, genoma y edicion del Adenovirus y marcadores

celulares de las células madre de la LMC.

Como criterios de exclusion no se tuvieron en cuenta para la redaccion de este trabajo de grado

todos aquellos articulos que:

1. Que fueron publicados en el afio 2010 y anteriores (a menos que el articulo y/o

investigacion hubiera sido fundamental para el desarrollo del trabajo de grado).
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2. Articulos que no abordaran temas inherentes a los objetivos del trabajo de grado

tecnologia CRISPR-Cas, generalidades, genoma y edicion del Adenovirus y marcadores
celulares de las células madre de la LMC.



6. Marco referencial

A continuacidén, se compartird la informacion encontrada con respecto a la tecnologia
CRISPR-Cas como herramienta de edicidon génica y el respectivo modelo viral implementado
como vector de anti-oncogenes, teniendo como ejemplo referente la alternativa terapéutica para

la posible resolucion de la LMC.

6.1 Tecnologia CRISPR-Cas.

La sigla CRISPR-cas traduce repeticiones palindromicas cortas agrupadas, regularmente
interespaciadas y corresponden a secuencias repetidas dentro de un material genético, separadas
por secuencias Unicas denominadas espaciadores, gran parte de estas ultimas (espaciadores)
coinciden con material genético viral proveniente de fagos por lo que diferentes estudios asocian
al sistema CRISPR como un sistema inmunoldgico adaptativo que tienen las bacterias y que
ademas puede ser transferido de una generacion bacteriana a otra™.

Sin embargo, recientes investigaciones y publicaciones han demostrado que este sistema no solo
estd involucrado con la inmunidad bacteriana sino que, también juega un rol importante en la
evasion de la respuesta inmune contra la bacteria lo que se traduce en el aumento de la
patogenicidad y la muerte celular programada en caso de que el propio sistema CRISPR detecte
infeccion virica que pueda amenazar la comunidad bacteriana en si, por lo que en resumen
corresponde a un sistema que juega en pro de la supervivencia celular.

La bacteria de la cual se aisld la primera endonucleasa proveniente de CRISPR corresponde a
Streptococcus pyogenes y fue a partir de este aislamiento que se determind por primera vez el

mecanismo por el cual CRISPR permite una memoria inmunologica contra fagos y pldsmidos y
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su relacion con la aparicion de secuencias virales en los espaciadores, de lo que se teorizo que el



sistema CRISPR estaria ejecutando edicion génica de tipo Knock out sobre el material genético
de los fagos para asi introducir esa “huella génica viral” en el propio material genético
bacteriano, de lo que resultaria la formacion de RNAs guias, cuya funcion es vigilar que no haya
una reinfeccién con el mismo agente viral, dado ese caso, los RNAs guias al reconocer por
complementariedad de bases la secuencia del fago que infectd a esa misma bacteria en el pasado
0 a un antecesor, procederia a la degradacion de dicho material genético viral. Es asi, que la
revelacion de este hallazgo condujo a diferentes grupos de investigacion a buscar el modo de
aislar diferentes clases de CRISPR para asi aprovechar su capacidad de edicion génica que,
ademas de ser altamente eficaz, es la herramienta de edicion génica mas sencilla hasta la
actualidad™®.

De los tipos de CRISPR conocidos (tipo I y tipo II) el mas estudiado es el tipo II, éste utiliza la
endonucleasa Cas9, secuencias PAMPS y dos ARN: tractRNA y crRNA con el fin de guiar a la
endonucleasa al objetivo™.

Diferente a lo que se pensaba en un inicio de lo que era esta herramienta; una cantidad
significativa de publicaciones exhibe que esta no so6lo permite hacer knockouts sino también
knockin*!(véase la ilustracion 3 ubicada en el anexo 5.3) edicion genética que segun Ross Cloney
“ha permitido una facil seleccion y manipulacion de secuencias gendmicas precisas en bacterias,
plantas, hongos y mamiferos, incluidos los humanos” lo que da como resultado una manipulacion

controlada de la transcripcion y por ende también en la sintesis de proteinas’.

6.1.1 Beneficios de la tecnologia CRISPR-Cas.

Segin la investigacion realizada por McCarty N una ventaja importante de esta nueva
herramienta es la adaptacion para la escision de varios locus mediante la tecnologia CRISPR-Cas
multiplexada. Ademads, que, a comparacion de otras técnicas de edicion genética, CRISPR
representa la forma mas sencilla, y estable intracelularmente por la cual se da la edicion
genomica.

Asi mismo Yoshimi K en su revision sustenta que “esta nueva herramienta de edicion genética

permite crear modelos animales de enfermedades humanas y aporta en el campo de la terapia
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génica™. Este ultimo aspecto es explicado en la revision realizada por Doudna J cuando afirma
que CRISPR permite inactivar y corregir genes involucrados con enfermedades genéticas aspecto
particularmente relevante para el desarrollo de este trabajo de grado”(en los resultados se

evidencia la construccioén del modelo viral mediante la edicion genética por CRISPR-Cas).

6.1.2 Tecnologia CRISPR-Cas en el siglo de la edicion génica.
Este tipo de tecnologia a diferencia de otras, tiene la ventaja de ser facilmente moldeable lo que
permite que tenga mayor eficiencia en la activacion de la transcripcion de genes, asi lo describe

(13

Chen Y. cuando menciona que esto puede llevarse a cabo si “..se alarga el crARN de la
endonucleasa.”, modificacion posible mediante la insercion de mas pares de bases provenientes
de un genoma bacteriano cualquiera®. En la actualidad se han llegado a conocer mas aplicaciones
de las que ya se mencionaron en el apartado anterior, entre ellas, segun Oliver es bien conocido el
bloqueo de genes, la edicion de base Unica, la vigilancia génica, la activacion e inhibicion de
genes y la regulacion de los mismos mediante la insercion de cofactores a la endonucleasa®.
Ademas, otros estudios demuestran que esta herramienta puede ser utilizada como grabador
celular, para la generacion de circuitos genéticos, biosensores, perturbaciones genéticas
combinatorias, ingenieria del genoma a gran escala y recableado de vias metabdlicas lo que ha
“facilitado poderosas aplicaciones de ingenieria bioldgica, mejorando enormemente el alcance y

la eficiencia de la edicion genética y la regulacion transcripcional™”’.

6.2 Adenovirus serotipo 5/52s.

El Adenovirus serotipo 5/52s corresponde a un virus quimeérico que tiene como base la estructura
del Adenovirus serotipo 5 junto con la proteina fiber del Adenovirus 52 siendo asi una particula
viral cuyo tropismo es doble al contener los ligandos que reportados por la literatura son afines
con los receptores celulares presentes en los pacientes con LMC, lo que permite entre otras cosas
el ingreso de la particula viral a las células de interés. Ademas, entre otros ensayos si bien se ha
demostrado que esta particula quimérica viral no es tan estable en administracién intravenosa
como el Ad5 una de las ventajas es que este no se ve secuestrado por el higado, posee afinidad

especifica por los leucocitos e inducira la apoptosis solo en los clones neoplésicos.
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6.2.1 Ligandos asociados a la particula viral.

Los ligandos asociados a la particula viral del Adenovirus quimérico Ad5/52s se encuentran tanto
al interior como en el exterior de la particula' y son estos los que finalmente determinan el
tropismo viral (véase la ilustracion 5 ubicada en el anexo 5.5). Asi fue como, Garcia M en su tesis
afirma que un grupo actualmente descubrid que el fiber corto del Adenovirus 5/52s quimérico
utiliza como receptor para su ingreso el acido sialico™, azticar que, segun el estudio liderado por
Vergara C est4 presente en los glicolipidos y glicoproteinas leucocitarias®. Asi, la ventaja que
tiene la generacion de Adenovirus pseudotipados radica en que combinan la seguridad y facil
produccion del AdS con el tropismo asociado al fiber que se introduzca, por esto éste modelo
quimérico resulta el mas sencillo y eficaz para la infeccion activa en las células neoplasicas de la
LMC, pues si bien el ciclo celular es moderadamente retrasado con respecto al AdS tiene afinidad
por los leucocitos, requisito indispensable para la generacion de la terapia génica. Garcia enfatiza
en que “Se han utilizado vectores quiméricos con fibers de Adenovirus de las especies B, D o F
para aumentar la transduccion en células que tienen una baja expresion de CAR o se encuentra
inaccesible como las células hematopoyéticas”. Afirmacion ademas apoyada por Qian W en su
investigacion cuando menciona que cerca de un tercio de la poblacion neoplasica de la LMC si
expresa el receptor in vitro, expresion reducida notablemente en los ensayos in vivo mediante
citometria de flujo, esto favorece en la medida en que las células neoplésicas que no expresan
CAR logran ser infectadas por el fiber corto del Ad5/52s lo que hace a este modelo viral mas
especifico para la resolucion de esta enfermedad. En la ilustracion 5 se evidencian los ligandos
asociados al Adenovirus. En la ilustracion 6 (ubicada en el anexo 5.6) se evidencia la expresion

de receptor CAR en diferentes lineas celulares mediante ensayos in vitro.

6.2.2 Patogenicidad y su implementacion como modelo de terapia viral oncolitica. Antes de
ahondar con respecto a los marcadores celulares, es premisa conocer en primera medida el

modelo viral estudiado aqui (Adenovirus serotipo 5/52s) en razén a su material genético, su
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grupo Baltimore, genoma, patogenicidad, efectividad en materia de transmisioén de genes, su uso
en la terapia viral oncolitica dirigida a genes y porcidon genomica editable. Asi, el Adenovirus es
un virus de ADN bicatenario sin envoltura que pertenece a la familia Adenoviridae, grupo
Baltimore 1. En cuanto a su patogenicidad Bernaola G describe que, se conocen 3 principales vias
de transmision, la via fecal-oral quien es responsable de la sintomatologia gastrointestinal,
inhalacion responsable de la sintomatologia respiratoria y una ultima; por contacto directo. En lo
que respecta con interaccion con la célula se conocen igualmente 3:

la infeccion litica, latente y la transformacién oncogénica en la que, no se generan viriones, en
cambio se transcriben genes que inhiben los antioncogenes. De esto ultimo es responsable la
proteina EA1 que, al interactuar con el material genético de la célula promueve la inhibicién de la
apoptosis, acontecimiento que no genera beneficio alguno en el marco terapéutico por lo que, en
este trabajo de grado serd knockeado mediante la tecnologia CRISPR-cas el segmento

responsable de la oncogenicidad (EA1)".

En cuanto a su efectividad en transmision de genes, a pesar de que se trata de un virus oncolitico
y que en teoria por su naturaleza no le seria posible integrar su material genético en la célula que
infecta, esto no quiere decir que no transfiera su material genético, lo que significa que aunque
aislado del de la célula hospedera, los genes virales pueden codificar para proteinas y/o enzimas
con posibilidad de actuar sobre el material genético de la célula huésped, asi lo sostiene Peltola
M. en su investigacion cuando menciona que se habia realizado “una transferencia de genes
mediada por Adenovirus al modelo de raton de AGU... de lo que resultd una correccion total en

995

el higado de la aspartilglucosaminuria (AGU)™ esto quiere decir que, no sélo pueden matar
directamente las células cancerosas mediante oncolisis sino que también aumentan el nimero de
copias de genes terapéuticos mediante la replicacion del virus, lo que resulta en la expresion del
transgen ya dentro de los tumores y una potente actividad contra cualquier evento neoplasico
incluido la leucemia.

Esta misma teoria es apoyada por Abudoureyimu M cuando afirma que “ La terapia viral

oncolitica dirigida a genes (GTOVT) es un tipo de terapia dirigida contra el cancer, que crea

vectores virales armados con genes anticancerigenos” y que “El Adenovirus es un agente
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prometedor para GTOVT debido a sus muchas ventajas™”'. Ademas, bajo estas lineas expresan
que la ventaja que tiene esta alternativa terapéutica radica en que, al dirigirse a genes y/o
marcadores especificos el virus oncolitico Unicamente reconocerd y destruirda las células
asociadas al cancer’".

Las razones por las que se ha venido usando cada vez mas este modelo viral para la terapia viral

oncolitica dirigida a genes es porque éste permite una alta concentracion, pudiendo llegar hasta

12
10 particulas/ml ademas, reconoce tanto células en divisidn como estaticas (como es el caso de

las células en la fase GO) lo que de ser usado en la practica, podria reducir el porcentaje de
recaidas terapéuticas que tiene este trastorno mieloproliferativo, finalmente en la actualidad son
bien conocidas las porciones genéticas del virus que permiten edicién’'. La unica desventaja que
tienen este tipo de modelos virales es que en la medida en que sean de origen humano, al
momento de ingresar, estos generan una potenciada respuesta inmune lo que limita su accion
sobre las células de interés.

Para una mejor aproximacion a las caracteristicas de este virus y su amplia capacidad de edicion
es premisa conocer los genes que lo conforman. El genoma del Adenovirus estd integrado
entonces por 4 genes tempranos (E1, E2, E3, E4) cuya funcion es permitir la replicacion y cinco
tardios (L1, L2, L3, L4, L5) quienes conforman la capside viral. En cuanto a su aplicacion como
terapia viral oncolitica, bajo el criterio de insertar genes correctivos a medida que se replica la
particula viral hasta generar apoptosis, se han delecionado en gran medida los genes E1 y E3 (el
primero de ellos relacionado con la oncogenicidad de la particula y el segundo con la evasion de
respuesta inmune) permitiendo un espacio de ediciéon de 7.5 kb a lo que se le suma su amplia
adaptabilidad a la insercion lo que le posibilita soportar hasta 30 a 38 Kb de material genético
nuevo. Asi, la delecion de ambos genes reduce parcialmente la replicacion de la particula viral,
sin embargo, la permanencia de la polimerasa en el gen E2 permitird que, en un momento dado
(si bien algo prolongado) la célula entre en lisis dado el caso, que las células neoplasicas generen
resistencia adaptativa a la apoptosis mediada por TRAIL, asi lo demuestra la ilustracion 7
ubicada en el anexo 5.7. Sin embargo, este modelo viral mediante su ediciéon génica busca
priorizar un evento apoptotico sobre el litico (o necrético) debido a las muchas desventajas que

tiene este ultimo, explicado en la tabla 7 ubicada en el anexo 6.7. Continuando con el impacto de
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la edicion de genes en este modelo viral, Cheshenko N en su investigacion describe la

importancia de la delecion de los genes E2 y E4 para reducir la inmunogenicidad generada por el
cuerpo humano'?.

Asi, teniendo en cuenta los diversos alcances de la tecnologia CRISPR-Cas y las ventajas del
modelo viral descrito y estudiado en diferentes investigaciones, este trabajo de grado define una
posible resolucion a la LMC dentro del marco del andlisis documental a partir de la conjuncioén

de ambas, alcance demostrado en los numerales a continuacion.

6.2.3 Beneficios y ventajas de la terapia viral oncolitica.

Cabe mencionar que de las principales ventajas que tiene este modelo viral investigado por
encima de otros también usados para la terapia viral oncolitica, es que el Adenovirus ha
demostrado tener mayor eficiencia de transduccion asi lo explica Flores F. cuando menciona que
Adenovirus es “la herramienta més poderosa para la introduccion de genes en diversos modelos

terapéuticos de enfermedades humanas™'’.

Asi mismo, es bien conocido que éste es capaz de infectar y expresar genes funcionales exdgenos
sin células diana lo que permite que tras edicion genética exprese ligandos especificos para los
receptores de las células de la LMC, tiene alta eficiencia en la apoptosis de células tumorales,
posee baja toxicidad en células sanas, permite la edicién génica de hasta 30-38 kb (lo que
permitiria la modificacion del tropismo viral), responde satisfactoriamente a la concentracion de
particulas, permite la transmision de genes a células de manera especifica, incide sobre la
maquinaria celular

y puede ser editado genéticamente para reducir su inmunogenicidad (lo que se traduce en una
buena tolerancia). De la misma forma, se ha demostrado que tiene capacidad infectiva en células
quiescentes (fase GO) o en cualquier fase del ciclo celular, posee nula o baja frecuencia de
recombinacion en el genoma del huésped y expresa los genes de interés hasta por 60 dias, esto
ultimo, podria ser considerado como un estimado de la frecuencia con la cual se deberia recurrir a

esta terapia (de ser efectiva) hasta que la poblacion celular andmala desaparezca.
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6.2.4 Secuencias Knockout objetivo.

La secuencia genética que se pudiera knockear dependera netamente del interés a futuro de una
investigacion in situ; de los genes que conforman la particula viral se podria Knockear el gen
EIB-19 KDa y E1B-55 KDa si el objetivo es generar un vector que no induzca dentro de su
proceso terapéutico transformacion celular (neoplasia), los genes E2 y E4 si el objetivo es reducir
la replicacion viral en la célula que infecte y/o reducir la inmunogenicidad de la particula viral, el
gen E1A o la delecion del gen E1B y un segmento de la region E3 si lo que se quiere es evitar la
lisis de la particula viral’'. Por otro lado, en la investigacion realizada por Zhang se define que si
la finalidad es que el vector genere menos toxicidad en células sanas que los anteriores
propuestos y sometidos a ensayos en otras publicaciones es necesario suprimir 24 pares de bases

(922-946) de la regién CR2 del gen E1A".

Acorde a las referencias estudiadas se logré encontrar el modelo de AdS tolerable por la
inmunidad celular y humoral y que ademas permite la resolucion de la LMC total sin generar
otros eventos neoplasicos la delecion mas eficiente y apoyada por el gremio cientifico es la del
gen E3/E4 y EIB-19 KDa/E1B-55 KDa respectivamente (estas secuencias genéticas se
encuentran en el anexo 3). Si bien la reduccion de la toxicidad en células sanas es un requisito
necesario para su implementacion en la terapia clinica, ya se ha demostrado mediante diferentes
ensayos (como el propuesto por Guerrero R) que, aunque el vector ingrese en la célula madre o
hija sana, ¢éste no tendria su efecto oncolitico por ausencia del andamio propicio para su

replicacion.

6.2.5 Alternativas para reducir la inmunogenicidad contra el modelo viral. Actualmente es
bien conocido que, ante la formulacion de terapias biologicas la principal preocupacion radica en
que el cuerpo responde contra ellas con la inmunidad celular y humoral lo que reduce
significativamente la eficacia terapéutica, ello debido a que frecuentemente antes de que el

modelo bioldgico cumpla su funcion este es reconocido y neutralizado por la respuesta inmune,



asi lo explica Sethu S*.
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En la revision bibliografica realizada por Abudoureyimu éste, afirma que, para la reduccion de la

inmunogenicidad de la particula viral y facilitar la infeccion por Adenovirus oncoliticos en

necesario la alteracion de las proteinas de la capside viral mediante:

“...(1) una incorporacion de un péptido de direccionamiento en el dominio del boton de
fibra (el bucle HI y / o el extremo C); (2)cambio de serotipo de botéon de fibra, o
pseudotipado, mediante la construccion de fibras quiméricas que consisten en el dominio
de boton derivado de un serotipo alternativo (p. Ej., Quimeras Ad5 /3 o AdS5 /35 [63 #]),
que se une a un receptor (es) distintos de CAR (por ejemplo, desmogleina 2 / DSG2 y /o
CD46); (3) "mosaicismo de complejo de fibras", un enfoque que combina el quimerismo
de serotipo con la incorporacion de ligandos peptidicos (por ejemplo, AdS5 / 3-RGD); (4)
"mosaicismo de fibra dual" al expresar dos fibras separadas con distintas capacidades de
uniéon al receptor en la misma particula viral (p. Ej., Ad5-5 / 3 o Ad5-5 / ol); (5)
xenotipado de fibras reemplazando los dominios de perilla y eje de la proteina de fibra
Ad5 de tipo salvaje con el dominio de itrimerizacion de fibrina de un bacteriéfago T4 o

proteina de union o1 de un reovirus.””".

Asi mismo, el cambio del serotipo de Adenovirus, las particulas hibridas entre antigenos virales y
no virales y la modificacion de la fibra knob promueven la reducciéon de la inmunogenicidad
contra la particula viral”'(véase la tabla 8 ubicada en el anexo 6.8). Es por ello que el modelo
Adenoviral estudiado aqui (Ad5/52s) ademés de generar el tropismo viral hacia las células
hematopoyéticas (puntualmente leucocitos) reduce la inmunogenicidad contra la particula viral

haciendo que sea mas tolerable por el sistema inmune.

6.2.6 Ventajas del modelo Ad5/52s como terapia viral oncolitica sobre las demds alternativas
terapéuticas existentes.

Una vez conocidas las muchas ventajas que tiene el modelo viral (Ad5/52s) con respecto a otros



modelos de terapia viral oncolitica, es premisa valorar su competitividad en el mercado entorno a

valor aproximado de la terapia (véase las tablas 12 y 13 de resultados, ubicadas en los anexos
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6.12 y 6.13 respectivamente) y el beneficio que representa en contraste con las demas

alternativas terapéuticas existentes.

Para ello se contd con diversas publicaciones desde el area de quimica farmacéutica y
farmacovigilancia que demuestran desde varias perspectivas las ventajas, desventajas y seguridad
de cada tratamiento disponible actualmente, asi como las estadisticas involucradas con la

benéfica evolucion de los pacientes con cancer, asi como los casos de reacciones adversas.

6.2.7 Otros modelos de terapia viral oncolitica.

Son multiples los virus implementados a modo de terapia viral oncolitica en busca de la
resolucion de diferentes tumores, sin embargo, son pocos lo que se han dirigido como via
terapéutica de malignidades hematoldgicas, es por esto que en este apartado se abordan los
ultimos avances en la viroterapia enfocada a este sentido contrastando el uso, la capacidad de
transduccion, citotoxicidad, evasion de la respuesta inmune, tolerancia y efecto sobre las células

diana.

Asi, virus como los reovirus, FMEV, MPEV, VHS-1 y algunos modelos basados en Adenovirus
como el rAd5pz-zTRAIL, Adz.f (PK7) y Adzd55-IL24 no pueden ser implementados para el
desarrollo de este trabajo de grado, en la medida en que ninguno posee tropismo hacia las células
de la LMC*?™-167720 " Ademas, los vectores basado en reovirus y rAdS5pz-zTRAIL se han
asociado frecuentemente con alta citotoxicidad en células sanas por lo que generan un potencial
riesgo para la salud®>™; en lo que respecta con los modelos FMEV, MPEV y Adz.fPK7 si bien
han demostrado transduccion eficaz en células senescentes, haria falta una modificacion del
tropismo viral para su implementacion en trabajo de grado aqui desarrollado®”’. Para el caso de
los vectores basados en VHS-1 a pesar de demostrar una alta tasa de transduccion, bajo los

ensayos clinicos se evidencié que los niveles de expresion génica eran transitorios y que, ademas,



a pesar de potenciar la respuesta inmune contra el tumor, las lineas transfectadas al expresar
proteinas propias del vector entraban en un mecanismo de evasion inmunolodgica'. En cuanto al
ultimo (AdzdS5-IL 24), a diferencia de los reovirus, no representa una citotoxicidad
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significativa sin embargo, la literatura no ofrece datos de este para la resolucion completa de la
LMC, ello debido a que este modelo viral reconoce al receptor CAR, molécula que se encuentra
en bajas concentraciones en las células tumorales de la LMC razén por la cual se ha venido
implementando como alternativa para los pacientes con LLA de células B quienes si poseen alta

expresion de este receptor®.

Por otro lado, vectores virales como Ad5/F11p-SFV-GFP, Ad/CD34, Ad5/11-BECN y Retrovirus
RMGT si bien han demostrado tropismo hacia las lineas celulares neoplasicas de la LMC, es bien
sabido que los dos primeros poseen una baja transduccion de genes, para el caso de
Ad5/F11p-SFV-GFP atn se desconoce la causa, mientras que para Ad/CD34 se asoci6 con la

necesidad del reconocimiento del receptor CAR.

En lo que respecta con el vector Ad5/11-BECN no solo ha demostrado una baja tasa de
internalizacion celular (39-54%), sino que también se asocié con una pobre apoptosis celular a
pesar de haber demostrado alto rendimiento en los ensayos de senescencia®. Por tltimo, el
modelo basado en retrovirus es ademas otro vector infructuoso para llevar a cabo este trabajo de
grado en la medida en que se determind que este no transdujo células quiescentes por lo que
necesita de factores de crecimiento para mejorar la internalizacion y por ende apoptosis celular,
condicion que mas que beneficiar a los pacientes con este trastorno, los perjudica con un mayor

efecto proliferativo del linaje neoplasico®.

6.3 Leucemia mieloide cronica

La leucemia mieloide crénica es una patologia mieloproliferativa producto de la translocacion
reciproca entre la porcion ABL del cromosoma 9 y el segmento M-ber del cromosoma 22, lo que

se conoce como el cromosoma filadelfia®. Producto de este cromosoma andémalo se genera el



protooncogen de fusion BCR-ABL el cual desregula la actividad kinasa intracelular permitiendo
que la enfermedad se desarrolle en 3 fases: la fase cronica, acelerada y crisis blastica cuya ultima

es quien tiene el peor prondstico?. Esta, segun la OMS, en conjunto con los demas tipos de
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leucemia representa el 6.2% de la totalidad de defunciones asociadas al cancer en Colombia

(Véase la ilustracion 1 y 2 en el anexo 5.1 y 5.2 respectivamente).

6.3.1 Generalidades y mutaciones genéticas implicadas.

En lo que respecta con esta patologia los pacientes que la presentan y no se tratan o no responden
al tratamiento por resistencia a los inhibidores de la tirosina kinasa han reportado una sobrevida
promedio de 4 afios®, ello debido a la alteracion de diferentes vias de sefializacion celular como
lo son las proteinas involucradas en la supervivencia y proliferacion celular (RAS / RAF / MEK /
ERK, GDP/GTP, Vias STAT, Via PI3K/AKT/mTOR, ADARI1), y a la inhibicién y activacion de
vias y genes que controlan la apoptosis (genes que codifican para el Hsp27, genes que codifican
para la proteina P53, e inhibicion de la proteina GATA-1) que, por un lado inhiben la apoptosis y

por otro potencian la proliferacion desregulada de la linea granulocitica y megacariocitica.

Entre las vias y las proteinas involucradas con la inhibicion de la apoptosis y la proliferacion
celular, las proteinas (particularmente Hsp27, ADARI1 y GATA-1) son interesantes en la medida
en que estas presentan mayor estabilidad a lo largo de los casos de LMC, ello podria ser
explicado en razon a que las mutaciones mas comunes estan involucradas en la potenciacion o

inhibicion de vias mas no sobre algunos productos finales génicos.

En lo que respecta con los criterios de definicion de cada una de las etapas de la LMC, la OMS

dicta lo siguiente:

FASE CRONICA

La clinica se caracteriza por demostrarse en su mayoria como pacientes asintomaticos, sin



embargo, los que desarrollan sintomatologia presentan regularmente fatiga, anorexia,

pérdida de peso, plenitud gastrica, esplenomegalia y hepatomegalia.

SP: leucocitosis neutrofilica con precursores mieloides. Blastos 1-3%, eosinofilia,
basofilia. plaquetas normales o aumentadas. Fosfatasa alcalina ausente o disminuida,
hiperuricemia, LDH aumentada.

MO: Hipercelular, hiperplasia mieloide, reduccion del tejido adiposo. Blastos +

promielocitos <10% de la celularidad total. Leve aumento de fibras de reticulina.

Fase Cronica Temprana: se considera fase créonica temprana (FCT) cuando han
transcurrido menos de doce meses desde el diagnostico y no ha recibido tratamiento con

la excepcion de Hidroxiurea

FASE ACELERADA
Cuya clinica se caracteriza por fiebre, dolores 0seos, sudores nocturnos y esplenomegalia
progresiva resistente al tratamiento. Es frecuente el aumento del score de FAL en estos

pacientes.

Uno o mas de los criterios hematoldgicos/citogenéticos

Persistencia o aumento de leucocitos (>10 x 10°/ L) que no responda al tratamiento
Persistencia o aumento de la esplenomegalia que no responda al tratamiento

Persistencia de trombocitosis (>1000 x 10°/L) que no responda a la terapia

Persistencia de trombocitopenia (<100 x 10°/L) no relacionada al tratamiento

Anemia

Basofilos >20% en sangre periférica

Blastos del 10%-19% en SP y/o MO

Anomalias cromosdmicas clonales adicionales en células Ph+ al diagnostico que incluyen

anomalias de la ruta mayor (doble Ph, +8, i117q, +19); cariotipo complejo, o anomalias de
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3g26.2
Cualquier anomalia cromosomica clonal en células Ph+ que ocurran durante el

tratamiento

Uno o mas de los criterios de respuesta a ITK
Resistencia hematoldgica al primer ITK (o falla en alcanzar una RHC al primer ITK)

Cualquier indicador de resistencia hematologica
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Presencia de dos o mas mutaciones en BCR/ABLI1 durante el tratamiento con ITK

CRISIS BLASTICA

Blastos >20% en SP y/o células nucleadas de MO
Proliferacion blastica extramedular

Clusters de blastos en MO*,

Estos blastos pueden ser de diferentes fenotipos

6.3.2 Ruta diagnédstica.

Tras el andlisis de la clinica, se realizan estudios hematoldgicos los cuales comienzan con un
frotis de sangre periférica en la que se evidencian estadios inmaduros con predominancia de
mielocitos, metamielocitos, promielocitos y bandas. Ante la gran cantidad de leucocitos que
reporta el hemograma y la evidencia de linaje mieloide en el FSP se procede a la deteccion del
cromosoma filadelfia que segun el congreso argentino de hematologia se presenta en el 95% de
los casos de LMC, acto seguido se ordena un mielograma y biopsia de médula 6sea para su
confirmacion’’.

Las limitaciones diagndsticas giran en torno a que su presentacion es en gran medida

asintomatica por lo que el diagnostico suele ser accidental®.

A continuacion, se unifican todos los tratamientos disponibles para la resolucion de la LMC
diferentes a la terapia viral oncolitica, hasta el dia de hoy.



6.3.3 Tratamientos convencionales disponibles.

Segun el estudio de Polakova K, las primeras terapias que lograron el secuestro celular en fase
GO y la reduccion del recuento de células madre productoras de LMC corresponden a los
inhibidores de tirosina kinasa (ITK)®'. Sin embargo, la resistencia de muchas células a la accion
del primero de ellos; el imatinib, y su ineficacia en pacientes en fase acelerada y crisis bléstica

han obligado a los diferentes grupos de investigacion a dar con nuevas alternativas en respuesta a
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la recaida terapéutica. Asi, la resistencia propiamente dicha contra los ITK puede deberse al

desarrollo bien de mecanismos independientes de BCR-ABL (como se evidencia en la tabla 1
ubicada en el anexo 6.1) o al desarrollo de mecanismos dependientes del mismo como lo son las

mutaciones genéticas puntuales (véase la tabla 2 ubicada en el anexo 6.2).

Asi, fue como surgié el Stelletin B, una sustancia aislada de la estrella de mar™, y los cocteles
terapéuticos en busca de mejoras permanentes en los recuentos celulares. Sin embargo, muchos
de estos medicamentos act@lan directamente sobre las mas conocidas vias de sefializacion
descritas en la LMC, lo que resulta en una limitaciéon en la medida en que se han descrito por
biologia molecular las mutaciones mencionadas. Sin contar, que ademads de las mutaciones se han
reportado en la literatura casos con evolucion clonal de cromosoma filadelfia como lo puede ser
la trisomia del cromosoma 8, doble cromosoma filadelfia, ausencia de cromosoma filadelfia y la
trisomia del cromosoma 19 cualquiera de ellos siendo criterio suficiente para la definicion de un

caso de LMC en fase acelerada segtin la OMS (véase la tabla 3 en el anexo 6.3)*.

6.3.3.1 Inhibidores de tirosina kinasa (ITK).

En resumen, a lo mencionado anteriormente, los inhibidores de tirosina kinasa (ITK),

corresponden a farmacos que, si bien son ampliamente administrados en pacientes con LMC, se



ha demostrado no solo que la dosis se ve afectada por la farmacocinética de este farmaco junto
con los demas, sino que, también las interacciones sobre todo con antibioticos de amplio espectro
pueden potenciar o reducir su accion. Ademads, diversos ensayos estadisticos exponen a un
nimero significativo de pacientes con recaidas igual o peor de perjudiciales al trastorno

diagnosticado de novo tras ser tratados con farmacos de este tipo.

Cabe aclarar, que al dia de hoy una de las principales fallas de esta via terapéutica es que ademas
de no ser administrado directamente en la médula 6sea, es particularmente la terapia alternativa
que presenta mayor resistencia tanto dependiente como independiente de BCR-ABL por lo que
incluso enfermedades de base logran perjudicar el mecanismo de accion del mismo.
Actualmente, se ha descubierto que la mutaciéon KRAS en las células neoplasicas es un predictor
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de una pobre respuesta frente a los ITK ademas de las demés mutaciones expuestas con

anterioridad'®.

Después de todas estas desventajas, una igual de significativa, es que al tratarse de un farmaco
altamente genotoxico y con la capacidad de pasar barrera transplacentaria estd contraindicado en
maternas diagnosticadas con dicha leucemia debido a hallazgos de malformacion en recién

nacidos ademads de impedir la lactancia materna durante su consumo.

En materia de efectos secundarios a su consumo algunos de los recientemente demostrados es el
bloqueo de la potenciacion a largo plazo del hipocampo, accion involucrada con la formacion de
la memoria a largo plazo, ello debido a que este necesita del ingreso de calcio y la activacion de
proteinas quinasas, éstas finalmente tras entrar en contacto con los ITK inhiben la sinapsis
involucrada con la memoria humana®. En suma, Laila Y en su investigacion aporta ademas que
este farmaco afecta la funcion tiroidea pudiendo llevar tanto al hipotiroidismo como a la
tirotoxicosis en un lapso tan corto como 4 semanas posteriores a su consumo. En la ilustracion 8

ubicada en el anexo 5.8 se evidencia la frecuencia de hipotiroidismo reportado con diferentes

ITK.

Asi mismo, Steegman en su manual para el control de la LMC revela que este tipo de farmacos

ademds de lo ya mencionado, suelen producir nduseas, diarrea, anemia, trombocitopenia,



neutropenia, derrames pleurales, hipertension arterial pulmonar, dafio pancreatico, neumonitis,
efectos adversos hepatobiliares y gastrointestinales e incluso alteracion en el metabolismo de los
lipidos™. No obstante, técnicas de seguimiento al tratamiento como la respuesta citogenética y
molecular, aunque reflejan una resolucion completa de la enfermedad, algunos casos reinciden y

progresan a fase acelerada o blastica.

6.3.3.2 Terapia con interferon.
Los interferones son glicoproteinas producidas por las células del sistema inmune innato y
adaptativo, asi como células no inmunes (como lo son los fibroblastos) en respuesta a estimulos

externos como lo son patégenos y eventos tumorales. Estos cumplen la funcion de vigilar y
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conservar la integridad fisioldgica al intervenir en la resolucion de infecciones, asi como tener un

efecto antiproliferativo y proapoptotico en eventos tumorales. En lo que respecta con este ultimo,
diferentes ensayos demuestran que la propiedad proapoptotica de esta alternativa radica en que

incrementa la secrecion de IL 1 beta 8 lo que hace que aumente la presentacion antigénica'.

A nivel terapéutico se conocen hasta la actualidad, 3 tipos de interferones segun Sarmiento D:
interferén a o tipo leucocitario, interferén B o tipo fibrobléstico e interferéon y o tipo inmune,
producido por linfocitos T y células NK. De los cuales el inico usado para el tratamiento de la
LMC es el interferén a. En la tabla 9 (ubicada en el anexo 6.9) se evidencian las actividades

terapéuticas comprobadas de los interferones.

Asi, de todas las actividades terapéuticas expuestas en la tabla 9, la propiedad aprovechada para
el tratamiento de la LMC es su capacidad antiproliferativa ante eventos tumorales, y su induccion
a la apoptosis mediada por las caspasas lo que, dentro de otras ventajas, permite que haya una
muerte celular sin liberacion de componentes intracelulares al torrente sanguineo previniendo
entre otras cosas, cuadros hemorragicos a razon de la liberacion de los granulos de heparina, asi
como dilatacion de los vasos sanguineos, y aumento de la permeabilidad de los mismos debido a
la liberacion de los granulos de histamina presente en los baso6filos, misma ventaja presentada con

el modelo descrito en este trabajo de grado.



Sin embargo, Sarmiento D es muy claro cuando afirma que la administracion del INF a conlleva
a una serie de problemas como lo es por ejemplo que la rapidez de absorcion (6-72 horas), lo que
contribuye a una eliminacion muy temprana y por ende requiera de multiples aplicaciones,
condicién que no esta presente en el modelo estudiado aqui, en el sentido que éste ultimo puede
permanecer en circulacion hasta 60 dias sin generar inmunogenicidad.

En suma, otra desventaja significativa de la administracion de estas glicoproteinas es que
conllevan a una concentracion fluctuante en la circulacion lo que dificulta el monitoreo de la
eficacia terapéutica, por lo que, una reduccion de la concentracion del tratamiento estaria
asociado con un nuevo ciclo proliferativo de los clones leucémicos y por ende la explicacion de

las recaidas terapéuticas asociadas a esta alternativa™.
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Asimismo, Flores J sostiene que “se ha encontrado que dosis altas de IFN no son toleradas por un

buen nimero de pacientes, sin embargo, son requeridas para obtener remisiones citogenéticas™'’.
Por otra parte, Ad5/52s al tratarse de un modelo inocuo para la salud, con buena estabilidad
fisiologica y Optima distribucion no representa esta tltima dificultad puesto que su concentracion
fisiologica se espera permanezca constante, lo que no solo garantiza que las células neoplasicas
se vean efectivamente infectadas por el modelo viral, sino que ademas se encuentren en un estado
senescente y proapoptotico tan pronto 3-6 horas administrado el tratamiento por via intravenosa

con una duracién aproximada de 60 dias. En la ilustracion 9 ubicada en el anexo 5.9 se evidencia

las curvas de concentraciones plasmaticas del INF a.

A la vez que esta alternativa no solo pone en tela de juicio su eficacia por su gran fluctuacion,
sino que también contrae una dependencia casi total a su administracion por su absorcion y
eliminacion temprana, se ha demostrado experimentalmente que, como cualquier otro farmaco,
¢éste genera interacciones con otros medicamentos pudiendo resultar en cuadros graves de
neumonia, infiltrados pulmonares y neumonitis.

Asi, el consumo de farmacos narcéticos, hipnéticos o sedantes deberan suspenderse ante la

necesidad de optar por esta alternativa para la resolucion de la LMC.



En suma, Sarmiento D afirma que “...La administracion de Interferones en combinacion con
otros agentes quimioterapéuticos...puede conducir a incrementar el riesgo de toxicidad...”. En
conclusion, a pesar que este tratamiento representa una alternativa para los pacientes con
resistencia a los ITK, éste no solo no garantiza la resolucion completa de la enfermedad tras la
frecuente administracion, sino que también representa un riesgo para la salud, en la medida en
que este, se ha demostrado, genera reacciones adversas e interacciones farmacologicas que

pueden resultar potencialmente mortales.

6.3.3.3 Radioterapia.
La radioterapia es un tratamiento que consiste en la exposicion de cualquier tejido a altas dosis

de radiacion con el fin de reducir las células neoplasicas. Sin embargo, al tratarse de un
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leucemogeno*®investigaciones en revistas de alto prestigio revelan que esta alternativa ademas de

no garantizar la resolucion completa del tumor también se ha asociado con una elevacion en el
riesgo de desarrollar canceres de novo con predominancia de leucemias mieloides agudas (LMA),
sindrome mielodispléasico (SMD) e incluso la leucemia mieloide cronica (LMC)®, lo que sugiere
que este tipo de terapia induce mutaciones en pro de la transformacion celular, suceso que segun
Smirnova O “posee el periodo de latencia mas corto de todos los canceres con un desarrollo tan

746 Ademas, este mismo

proximo como dos afios posterior a la exposicion de estas radiaciones
fendmeno se ha presentado en pacientes con malignidad hematologica inicial, la cual tras ser
tratada desencadena otra completamente diferente a largo plazo, asi lo explica Wu B en su
estudio “Sequential development of chronic myelogenous leukemia and primary myelofibrosis in
a patient with history of large B-cell lymphoma treated with radiotherapy and chemotherapy: two
myeloid neoplasms with distinct genotypic profiles suggestive of biclonality in a single
individual” tal es el caso de un paciente varon de 48 afios diagnosticado con linfoma de células B
que tras ser tratado con radioterapia desarroll6 inicialmente un cuadro caracteristico de LMC y

posteriormente mielofibrosis primaria de lo que, se considera una aberracion genética menor

debido a que segun Wu B los efectos secundarios de esta terapia “Suelen manifestarse como



pérdidas totales o parciales del cromosoma 5 y / o el cromosoma 7, que con frecuencia se

acompafian de anomalias adicionales como cambios cariotipicos complejos™*.

En lo que respecta con el posible origen de los eventos neoplasicos desarrollados a partir del uso
de quimioterapias y radioterapias Waller C afirma que esto podria tener un origen en
“predisposicion genética, la susceptibilidad de un huésped inmunodeprimido o la influencia de
los carcindgenos en la patogénesis de multiples neoplasias™. Asi, en lo que respecta con el
ultimo de los factores asociados al desarrollo de la leucemogénesis Smirnova O y colaboradores
mediante ensayos de modelados por programas en base a la prediccion, determinaron que el
desarrollo de la LMA y LMC dependen significativamente de las dosis de radiaciéon mas no del
numero de dosis a aplicar, estando las menores dosis asociadas mas fuertemente con el desarrollo

del curso crénico y las mayores radiaciones con el curso agudo de la enfermedad*.
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6.3.3.4 Trasplante de médula osea.

El trasplante de médula 6sea consiste en administrar células madre hematopoyéticas sanas en
diferentes fases de maduracion posterior al tratamiento con quimioterapia y/o irradiacioén de los

pacientes diagnosticados con LMC.

Si bien, se ha demostrado que este trasplante resulta en una modulacion inmune antitumoral,
también cabe recalcar que la probabilidad del éxito de esta terapia depende de multiples factores
asociados a la enfermedad y el individuo y que factores como el trasplante de médula 6sea
singénico aumenta el riesgo de recidiva leucémica'®. Asi, el primer determinante para la
sobrevida de los pacientes es la fase de la enfermedad al tiempo del diagnostico, siendo los
mejores resultados cuando se realiza tempranamente'®. De igual manera, la toxicidad del
trasplante y la enfermedad del injerto contra el hospedero resultan ser factores determinantes de
la sobrevida en pacientes de este tipo.

Ademés de corresponder a la alternativa terapéutica mas costosa, ésta no garantiza una remision
completa de la patologia, mds bien, resulta en una alternativa viable para la prolongacion de la

vida en los pacientes con dicho trastorno.



En cuanto a la sobrevida de los pacientes, Flores J mediante la comparacion de diferentes
investigaciones experimentales demuestra que esta alternativa permite una prolongacion en la
esperanza de vida entre los 5 y 10 afios y un porcentaje de éxito entre el 49% y el 72%'. Ello
debido, a que frecuentemente a los pacientes se les administran corticosteroides, farmacos que no
so6lo generan una grave alteracion de la inmunidad (lo que entre otras cosas dan paso a
infecciones oportunistas) sino que también aumentan ain mas la probabilidad de desarrollar la
enfermedad del injerto contra el receptor dentro de lo que se evidencia afectacion hepatica e
intestinal significativa lo que puede incluso desencadenar la muerte. En suma, diferentes
hallazgos han demostrado que la poblacion de pacientes tratados con estos inmunosupresores
presenta una pancitopenia similar a los pacientes sin tratar, esto porque como bien se menciond
anteriormente, este tipo de trasplantes poseen una accion antitumoral por lo que inicialmente es

usual que se presente una reduccion de todas las lineas celulares™.
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El papel del autotrasplante actualmente se esta reevaluando en la medida en que puede ser

implementado en los pacientes no candidatos a trasplante de médula o6sea debido a Ia
presentacion de determinantes no favorables. Sin embargo, esta opcidon puede ser riesgosa en
tanto que esta consiste en administrar al paciente sus propias células madre Ph negativas
posterior a la quimioterapia y/o interferébn. No obstante, frecuentemente se administran ademas
células Ph positivas residuales del tratamiento por lo que es habitual que se presenten recaidas'®.
Es por esto que muchos autores, califican esta medida como incierta (en la tabla 10 ubicada en el
anexo 6.10 se evidencian las indicaciones de trasplante de progenitores hematopoyéticos y tipo

de trasplante mas indicado en cada situacion).

En conclusion, el trasplante de médula 6sea, ademas de corresponder a la alternativa terapéutica
que mas costo produce por afio de vida extendido es también la que genera mas incertidumbre a
la hora de predecir el curso hematoldgico y la probabilidad de éxito debido a los multiples
determinantes que la rodean. Ademas, los posibles efectos benéficos para la salud se ven

opacados por el alto riesgo de conllevar a la toxicidad hematoldgica y el rechazo del injerto, asi



como también el bajo porcentaje de pacientes con remision hematoldgica completa. Después de
todas estas limitantes, la probabilidad de que algin dia aparezca un paciente compatible con el
donante es muy baja debido a la falta de conciencia por parte de la poblacion y el polimorfismo
del HLA entre personas sin ningin parentesco, en la tabla 11 ubicada en el anexo 6.11 se

evidencia el listado parcial del polimorfismo existente para el HLA*.

En este sentido es imprescindible que el HLA del donante y el receptor sean compatibles debido
a que esta intervencion quirurgica da paso a la presentacion del HLA del donante a las células del
receptor, lo que en un escenario de incompatibilidad generaria una respuesta inmunolédgica por
parte de los linfocitos T CD8+ y CD34+ del receptor y/o por parte de las células donadas, la cual

es la causa mejor conocida del rechazo del injerto-huésped.
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6.3.4 Seguimiento al tratamiento en pacientes con LMC.

Como todos los trastornos y enfermedades, tras la espera de un lapso de tiempo oportuno (para la
LMC 3 meses) post-implementacion terapéutica se deben realizar controles con el fin de dar
seguimiento a la evolucion del paciente y su respuesta frente al tratamiento. Para el caso de las
leucemias en general, el seguimiento esta dado por parametros citogenéticos y moleculares que
permiten determinar si el paciente presenta un estado de respuesta completa, parcial, menor,

minima o nula al tratamiento (véase la tabla 4 y 5 en los anexos 6.4 y 6.5 respectivamente).

Aunque cerca de la mitad de los pacientes tratados con ITK presenten remision completa del
trastorno mieloproliferativo, no sélo muchos reingresan a la unidad de cuidados intensivos con
recaidas mas agresivas que el trastorno inicial, sino que también tras la administracion de hasta
800mg de ITK por dosis desarrollan cuadros incluso permanentes de toxicidad hematologica
caracterizadas por neutropenia, anemia y trombocitopenia, ademds del bien conocido riesgo de

dafio hepatico y renal asociado a la dependencia farmacoldgica. En suma, diferentes ensayos



clinicos sostienen la alta toxicidad que tienen estos farmacos al entrar en contacto con el
desarrollo fetal debido a que frecuentemente estos estdn asociados con malformaciones en el
recién nacido. Este tipo de terapia en particular resulta riesgosa para el desarrollo fetal y neonatal
en el sentido en que se excreta en la leche materna lo que imposibilita la lactancia durante su
administracion™. Ademads de todas estas limitaciones y riesgos que representan para los pacientes
consumir los ITK, como cualquier otro firmaco su funcionalidad depende de su interaccion con
otros medicamentos; asi, lo explica Bengio R cuando entre otros farmacos menciona a la
carbamazepina, la rifampicina y la dexametasona como unos de los tantos farmacos que reducen
la concentracion fisiologica de los ITK y por ende su funcionalidad, condicidon que bajo ensayos

clinicos no se presenta mediante el uso de terapia viral oncolitica®.

6.3.5 Marcadores conocidos de las células madre de la LMC.
Para generar el concepto terapéutico buscado en este trabajo de grado, es mandatorio contar con
caracteristicas que permitan diferenciar a las células madre de la LMC de las células madre sanas

tanto a nivel humoral como en la identificacion celular. Para esto se encontro la investigacion
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realizada por Ma L publicada en el afio 2019 en la que se precisa que dependiendo de la

maduracion de la célula neoplasica los marcadores varian entre células progenitoras y células
madre. Para fines practicos, se tomaron en cuenta tanto los marcadores comunes entre las células
madre de la LMC y las células madre sanas, como los marcadores que permiten la diferenciacion
entre ambas poblaciones celulares. Dentro del primero de los grupos Ma L y colaboradores
precisan que los marcadores comunes entre ambas poblaciones se resumen en CD34" CD90"
CD48 y CD45RA™.

En materia de marcadores diferenciables Naka K caracterizd por secuenciacion gendmica de
ARN los marcadores celulares expresados en las células madre de la LMC que se resumen en:
CD150" CD48 CD135 KLS™.

Sumado a lo anterior, otra investigacion realizada por el mismo autor demuestra que los
marcadores de la LMC varian en torno a si la célula inducida en el ratén es una célula de limitada
autorenovacion y por ende primitiva (CD150", TSI) o si se trata de una célula madre neoplasica

de autorenovacion temprana (CD1507). Teniendo en cuenta que la célula madre de la LMC de



auto renovacion temprana es un estadio de maduracion superior al de la célula de limitada
renovacion y que el objetivo del articulo es la resolucion de la LMC, unicamente se va a tener en
cuenta los marcadores expresados en las células madre de autorenovacion limitada
(CD150%, TSD)™*.

Estos aportes son relevantes en la medida en que cualquiera de los marcadores descritos podrian
ser objetivos especificos de la particula viral y por ende ser clave en la apoptosis dirigida
unicamente a células madre de la LMC debido a que es bien conocido que para los virus
oncoliticos, las células que proporcionan mejor andamio intracelular son las neoplasicas lo que
facilita su replicacion y apoptosis mientras que la internalizacion de la particula viral en células
sanas no conduce a la apoptosis debido a que suelen controlar y degradar al patdgeno, asi lo
afirma Guerrero R en su tesis doctoral titulada “Caracterizacién del potencial oncolitico del
aislamiento rotaviral Wt1-5 en cultivos primarios de leucemia linfoblastica aguda de precursores

B7360
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6.3.5.1 Objetivos terapéuticos.

En el marco de la resolucion de las leucemias conocidas hasta el dia de hoy, los diferentes grupos
de investigacion acufan el término objetivo terapéutico para referirse a las moléculas, proteinas,
vias de sefializacion y/o genes sobre los que se desea incidir para generar, a groso modo, efectos
benéficos sobre el estado general y el curso natural de la enfermedad en los pacientes sometidos a
la terapia en cuestion. Esto, resulta en un concepto totalmente diferente al que frecuentan utilizar
algunas farmacéuticas en el sentido de llegar a los alcances y/o promesas generadas con cualquier
producto.

En este sentido, para esta investigacion documental, éste término hace alusion precisamente a las
proteinas (Hsp27, ADARI1 y GATA-1) sobre las cuales segiin la literatura tras cambiar su
expresion modifican el curso natural de la enfermedad mejorando el pronostico; por otro lado, el
término “secuencias Knockin y/o antioncogenes” hard alusiéon a las moléculas (LY303511,

8-Azaadenosina y p300 respectivamente) responsables de su cambio de expresion intracelular,



hallazgos evidenciados en estudios aqui revisados, detallados y citados en el subtitulo a

continuacion.

6.3.5.2 Papel de la proteina de choque térmico Hsp27, ADARI y GATA-1 en la
supervivencia y proliferacion celular.

En lo que respecta con la supervivencia celular una de las proteinas mayormente involucradas en
la inhibicion de la apoptosis es la proteina de choque térmico Hsp27, esto debido a que aumenta

la resistencia celular a distintos tipos de estrés como el oxidativo®.

En suma, Heinrich J explica que “Hsp27 se sobreexpresa en muchos tipos de cancer e influye en
procesos celulares como la apoptosis, la reparacion del ADN, la recombinacion y la formacion de

metastasis”*,.

Por otro lado, GATA1 es conocida como una de las proteinas que en condiciones normales esta
involucrada en el crecimiento celular debido a que trata de un factor de transcripcion sin
embargo, varios esquemas experimentales no so6lo han demostrado su reducida concentracion en
células progenitoras y clones de la LMC sino que ademas demuestran la eficacia de tratamientos

dirigidos a potenciar esta proteina en la medida en que, contrario a lo que se esperaria el aumento
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de expresion de esta proteina estaria involucrada con la supresion del tumor. La razon por la cual

su concentracion es inesperadamente reducida es porque el oncogén de fusion BCR-ABL estaria
suprimiendo o silenciando los genes que codifican para esta®’. Este fendmeno estaria supeditado
a otro evento explicado por Li H en su investigacion cuando menciona que el aumento de
GATAL estaria relacionada con el arresto celular en fase GO en pacientes con LMC>®.

ADARI, enzima desaminasa editora del RNA ha permitido evidenciar una actividad dependiente
de BCR-ABL, actividad involucrada con la proliferacion celular de las células madre
hematopoyéticas, la reduccion de la supervivencia en los pacientes con LMC y el desarrollo de la
fase cronica a la fase blastica. Asi lo reveld una pantalla de CRISPR-Cas tras analizar el genoma
completo de una célula de la LMC en la investigacion realizada por Bajaj J, el resultado de esta
técnica fue confirmado tras comparar el recuento celular y la sobrevida entre ratones con LMC y
ratones con el mismo trastorno knockeados para la proteina, teniendo en cuenta que ADARI

corresponde a una proteina de uniéon al ARN"



En suma, en lo que respecta con la LMC se ha visto mayormente involucrada en las células
madre o progenitoras sobre todo en estadio blastico pudiendo ser otro objetivo de interés
terapéutico. Ademas, esta enzima (sobreexpresada en las células de la LMC) esta implicada con
la inhibicion de la apoptosis, la autorenovacion de las células madre, la inhibicién de la
diferenciacion celular y la resistencia terapéutica por lo que, este es un biomarcador de la
progresion del trastorno. Es por ello, que mediante ensayos de inhibicion de la enzima mediante
la exposicion celular a 8-Azaadenosina, se evidenci6 apoptosis de las células hematopoyéticas en
higado, secuestro del ciclo celular (fase G0) e induccion de citocinas. Condiciones que resultan

favorables para la generacion de nuevas alternativas terapeuticas®.

Sin embargo, son muchos los RBPs (proteinas de unién al RNA) que intervienen en la
leucemogénesis y que por tanto son potenciales objetivos terapéuticos. En razon a esto, la
seleccion de ADARI estuvo determinada por su bien conocido y poderoso papel en el desarrollo
de la LMC, su sobreexpresion demostrada en el estadio cronico y blastico de la enfermedad, asi
como el conocimiento y disponibilidad comercial del inhibidor. En la ilustracion 4 ubicada en el

anexo 5.4 se evidencian las proteinas de unién al RNA envueltas en la leucemogénesis.
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6.3.5.3 Caracteristicas de las secuencias Knockin para escindir sobre Hsp27, GATA-1 y

ADARI.

Las caracteristicas que se encontraron deben tener las secuencias Knockin para escindir sobre
cada uno de los 3 blancos terapéuticos se resumen en que cada uno de ellos tiene secuencias
genéticas y/o estructuras moleculares ya conocidas publicadas en bancos de genes como Genbank
y/o otras plataformas de dominio publico, que la sumatoria de los nucleétidos de estas no debe
superar los 38 kb para permitir la insercion del modelo Adenoviral, y que el mecanismo de accion
de los compuestos que inciden sobre los blancos deben ser altamente especificos y deben tener
baja o nula toxicidad en las células sanas. Asi, bajo recientes investigaciones se ha demostrado en
modelos tumorales que para la inhibicidon de la proteina Hsp27 responsable de la resistencia a la
apoptosis, es altamente eficaz el mecanismo de sensibilizacion del ligando inductor de apoptosis

relacionada con el factor de necrosis tumoral (TRAIL) mediante la exposicion celular a



LY303511 un clorhidrato andlogo del inhibidor de fosfoinositido 3-quinasa LY294002. Esto fue
materia de estudio en la investigacion realiza por Mellier G y colaboradores quienes demostraron
bajo ensayos electroforéticos que la inhibicion de Hsp27 por LY303511 estaria mediada por una
fosforilacion mantenida en la serina 82 facilitando la disociacion de los oligdmeros de la proteina
y posterior internalizacion pasiva al nicleo por medio de los poros®.

En suma, este clorhidrato tras inhibir la actividad chaperona de Hsp27, potencia la apoptosis
extrinseca tras sensibilizar a TRAIL. Cuando se activa TRAIL hay apoptosis significativa de
células tumorales, mientras que provoca una toxicidad minima para las células sanas. El grado de
especificidad de este blanco terapéutico, su baja toxicidad en células sanas y su dualidad de
reducir la resistencia celular a la apoptosis a la par que sensibiliza la apoptosis mediante la
sobreexpresion de TRAIL en células cancerigenas hace que sea de interés no solo para este
trastorno sino también para otros eventos tumorales®’.

Es por ello que se desea mostrar la secuencia de LY303511 (anexo 1). El total de bases para este
clorhidrato corresponde a 1,010 llegando a ser apenas de una longitud de aproximadamente 1 Kb

de las 38 Kb de capacidad necesarias para el modelo viral.
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GATA-1 ha tenido fuerte impacto terapéutico desde 1998 para diferentes patologias,

particularmente en la investigacion llevada a cabo por Morceau F se demostrd en ensayos in vitro
que tras la adicion GTP un nucleotido trifosfato a un medio de cultivo con células K562 éste
indujo una inhibicion de la proliferacion celular mediada por el aumento de GATA-1".

Una vez demostrado que la estimulaciéon de esta proteina reduce la proliferacion celular y
continuando con la busqueda de secuencias para escindir positivamente sobre GATA-1 en los
articulos investigados se encontrd que en la investigacion de Boyes J se demuestra que GATA-1
es acetilada in vivo por p300 una acetiltransferasa y, producto de esta acetilacion se aumenta la
expresion de esta proteina® se muestra la secuencia génica de p300 en el anexo 2, con una
longitud de aproximadamente 7 Kb una cifra mucho maés razonable y sencilla a la hora del

Knockin en la particula viral.

En lo que respecta con ADARI la investigacion liderada por Elcheva I demostrd que esta enzima



desaminasa promueve la leucemogénesis con énfasis en las células madre sanas y neoplasicas por
lo que se ha visto asociada fuertemente con el paso de la fase cronica a la fase blastica. Bajo esa
investigacion entre otros blancos terapéuticos, se menciona esta enzima y la implementacion de
8-azaadenosina (un carbohidrato) para inhibir su funcién. Sin embargo, acorde a los articulos
investigados ésta no puede ser insertada en la secuencia genética del modelo Adenoviral por la
naturaleza de su composicion quimica, por lo que el modo de administracion de esta a las células
neoplasicas fue tema de investigacion adicional que se ve reflejado en el numeral a continuacion
en la tabla 6 (ubicada en el anexo 6.6) donde se pueden evidenciar los inhibidores de genes

involucrados en la leucemogénesis conocidos hasta la actualidad.

6.3.5.4 Transferencia de informacion mediada por exosomas.

Los exosomas corresponden a vesiculas membranosas pequenas (30-150 nm) de origen
endocitico producidas por todas las células en condiciones fisiologicas y patoldgicas™. En cuanto
a estudios respecto a estas, diversas investigaciones sefialan, en efecto, que corresponden a
vehiculos de transferencia de informacion genética involucrados con la “diafonia de las células

dentro del sistema hematopoyético y las interacciones entre las células hematopoyéticas y las
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¥y que resultan de un proceso de “gemacién” por lo que

células tisulares locales o distantes
“conservan el contenido del citosol y membranal de la célula productora™®. En otras palabras ello
querria decir que, ante un evento tumoral (como lo es la LMC) los blastos leucémicos se ven
estimulados a la produccion de estos que, tras ser liberados se dirigen de manera especifica a
células de igual condiciéon (leucémicas) para la trasmision de informacion, lo que significa que
dicho vehiculo conserva (de origen) los ligandos especificos para la union e internalizacién a las
células de interés (células madre de la LMC y clones neoplésicos) asi lo explica Swathi N en su
investigacion “DPP4+ exosomes in AML patients’ plasma suppress proliferation of
hematopoietic progenitor cells”®; condiciéon que facilita el transporte activo y especifico del
carbohidrato 8-Azaadenosina a las células de interés. Sin embargo, esto ltimo se traduce en la

necesidad de editar el contenido exosomal para tal fin, debido a que, teniendo en cuenta que en

principio estos exosomas contienen el material prooncogénico y antiapoptotico de las células



neoplésicas, es racional esperar que, de no editar el contenido exosomal, este actie en beneficio

de la progresion tumoral.

Asi, para evitar estas reacciones adversas a la implementacion de los exosomas como vehiculo
terapéutico, recientes ensayos clinicos como el de Berdani S han conseguido con éxito la
produccion activa de exosomas in vitro mediante la transfeccion de la linea celular HEK293T con
plasmidos que codifican la proteina exosdémica Lamp2b, fusionados con un fragmento de
interleucina 3 (IL3), receptor del cual se conoce esta presente en la membrana de las células
causantes de la LMC, asi, el producto de este cultivo celular condujo a la generacion de
exosomas que, por poseer tal receptor conseguian una transmision génica activa en la poblacion
celular neoplasica en modelos murinos. En efecto, esta alternativa no solo elimina el riesgo de
progresion tumoral, sino que, a la par conserva los mismos beneficios del transporte por

vehiculos eléctricos como lo son los exosomas®®.

6.3.5.4.1 Ventajas del uso de exosomas.

Una de las grandes ventajas hasta el momento comprobada de estos sistemas de transmision de
informacion es que, por su naturaleza estructural, la carga de carbohidratos, lipidos, proteinas y/o
material genético no se ve afectada por digestion enzimatica por lo que la entrega de dichas

53
moléculas a las células diana estan preservadas tal cual fueron emitidas inicialmente®. En suma,

estos han demostrado alta estabilidad ante la edicién genética.

Conviene subrayar ademas que, estas vesiculas liberadas de los clones neoplasicos han logrado
ser obtenidas de muestras de plasma a partir de técnicas de centrifugacion diferencial, captacion
por cromatografia de exclusiéon por tamafio y ultrafiltracion, procedimientos que no solo
conservan la integridad de los exosomas presentes, sino que ademas los purifican de elementos
contaminantes como microorganismos, residuos celulares y otros vehiculos eléctricos de mayor
tamafio®®. Asi mismo, técnicas de caracterizacion celular como la citometria de flujo se han
venido implementando para la identificacion y cuantificacion de exosomas producidos por
células normales asi como los derivados de tumores, respecto a este ultimo tema, investigaciones

como la de Whiteside T han demostrado que “La membrana de superficie contiene las principales



moléculas del complejo de histocompatibilidad; antigenos asociados a tumores (TAA); ligandos
inhibidores tales como FasL, TRAIL, PD-L1, TGF- / LAP; moléculas de adhesion, en particular
ICAM, EPCAM, CD44, CD26, CD39 / CD73; receptores transmembrana tales como CXCR4 y

c-Met; proteinas de choque térmico; y varias tetraspaninas (CD9, CD63, CD81),

Por ultimo, los exosomas derivados de células tumorales han demostrado bajo ensayos in vitro y
murinos alta eficiencia de inhibicion de la respuesta inmune, lo que lo hace una particula
tolerable y estable a nivel fisiologico, caracteristica indispensable para la trasmision del

carbohidrato 8-Azaadenosina.

En conclusion, este reciente modelo de trasmision de informacion no solo ha demostrado poseer
una alta estabilidad de edicion génica sino también especificidad, asi como baja
inmunogenicidad; por lo que, podria ser implementado no solo para la resolucion de la LMC sino
también, de otros trastornos en la medida en que este sea aprovechado como un vector de terapia
génica. A pesar de esto, la escasez de estudios limita el planteamiento de nuevas aplicaciones

terapéuticas y a priori su implementacion en humanos.
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7. Analisis de la informacion encontrada.

7.1 Compilacion y contraste de las alternativas terapéuticas disponibles y el modelo
viral descrito.

Se expondran a continuacion las multiples ventajas que posee la terapia viral oncolitica en
contraste con las alternativas terapéuticas disponibles actualmente y mas puntualmente el modelo
viral Ad5/52s en contraste con los demas vectores virales desarrollados por los diferentes grupos
de investigacion bajo el marco de la compilacion de los diferentes hallazgos de la investigaciones
aqui consultadas. Es asi como, el primer resultado, fruto de la recopilacion de 90 referentes
bibliograficos recae sobre parametros a tener en cuenta como vida media fisiologica, riesgos a la
salud humana descritos en la literatura, eficiencia de transduccion de genes, expresion de genes

exogenos, ligandos afines a los receptores de las células productoras de la LMC, apoptosis



dirigida a células tumorales, recaidas, entre otros (véase las tablas 12 y 13 ubicadas en los anexos
6.12 y 6.13 respectivamente).

En las tablas 12, 13 y 14 (ubicadas en los anexos 6.12 a 6.14) se resalta en rojo las caracteristicas
negativas de cada alternativa terapéutica, en azul los aspectos sin dato y en verde o negro las que

resultan positivas para la implementacion en ensayos in vivo.

Asi el modelo estudiado y escogido (Ad5/52s) no s6lo es el vector viral con mayor eficiencia en
transduccion de genes’, sino que también a diferencia de muchos vectores virales (véase la tabla
14 ubicada en el anexo 6.14), este posee el tropismo necesario para la internalizacion de la
particula viral debido a la independencia de CAR, un ligando pobremente expresado en las
células de la LMC postura relacionada a la investigacion de Abudoureyimu’', Garcia M** y Qian
W2, Ademas, la ausencia de reportes de efectos secundarios por la literatura, da a entender que el
unico o quizas el mas perjudicial resultaria inevitablemente en la leucopenia inicial al generar
apoptosis intravascular de los clones neoplasicos. Por otro lado, si bien no posee tanta estabilidad
fisiologica como lo hace la cepa salvaje®®, este logra evadir la respuesta inmune tanto por la
delecion de los genes E3 y E4 como por el quimerismo de la particula viral lo que entre otras

cosas lo hace mas tolerable en ensayos in vivo’'. Finalmente, la literatura apunta ademas que es
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el vector viral con mejor capacidad de concentracion de particulas a la par que logra infectar

células en estadios no proliferativos, desventaja observada en los modelos basados en retrovirus 'y
que, a diferencia de los modelos basados en reovirus y el rAdSpz, posee una baja citotoxicidad en

la poblacion celular sana®".

Ademas, cabe destacar que en la documentacion investigada no se observaron datos relevantes de
la tolerancia de los vectores ni de la evasion de la respuesta inmune por lo que se da a entender
que, si bien esta familia nueva de terapias ha presentado un buen comportamiento en diferentes
fases de prueba, aun esta alternativa se encuentra en desarrollo para lo que son las malignidades
hematologicas, razon por la cual no se ha explorado lo suficiente en ensayos in vivo. Por otra
parte, en lo respecta con las terapias disponibles en la actualidad, Adenovirus 5/52s ha

demostrado multiples y contundentes ventajas como lo es la ausencia de resistencia al modelo



viral en ensayos in vivo, la no produccién de dafio hepatico®, objetivos celulares especificos (s6lo
1 1. . y . 71 . . . ’ . .

el linaje neoplasico)’’, no presentar interferencias en presencia de farmacos y el claro bajo riesgo

de generar recaidas por tratamiento, ultimo aspecto que ha venido tomando mayor importancia

para todas las terapias evaluadas aqui.

7.2 Knockout génico del vector viral: construccion de la herramienta CRISPR-Cas

En lo referente a la aplicacion de la tecnologia CRISPR-Cas para la edicion génica del modelo
viral, los resultados se dividieron en dos segmentos, el primero de ellos respecto al knockout y
los elementos que lo componen y el segundo lo correspondiente al knockin mediante la
construccion de un plasmido recombinante. Asi, respetando el subtitulo que refiere, para la
realizacion del knockout se tuvo en cuenta en primera medida la ubicacion génica de los genes de

interés (E1b, E3 y E4) en el genoma completo del Ad5 (véase el anexo 4),

posteriormente se seleccion6 el tipo de endonucleasa a implementar en base al tipo de material
genético al que se dirige y el tipo de extremos resultantes de la accion nucleasa (romos o
cohesivos) asi, en vista de que el material genético a editar es de doble cadena de ADN por
pertenecer al genoma viral se descartaron las endonucleasas dirigidas a ARN, quedando asi

unicamente las endonucleasas Cas9, Cas12a y Cas3; las dos ultimas fueron descartadas en la
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medida en que Casl2a produce extremos cohesivos lo que dificulta la insercion de material

genético y Cas3 debido al hallazgo de la degradacion del material génico en direccion 3°-5" lo

que entre otras cosas puede terminar en la delecion de material genético que se desea conservar.

Una vez encontrada la endonucleasa se procedio a la busqueda tedrica de los PAM’s de variantes
de Cas9 con lo que finalmente se hallaron 3 PAM's en direccion 3" y proximos a las secuencias a
delecionar (resaltadas en rojo en el anexo 4). Asi, para el knockout del gen Elb se emplea la
endonucleasa SpCas9 al poseer como PAM la secuencia NGG, adyacente a la secuencia en
direccion 37, de igual modo para el knockout del gen E3 se emplea la endonucleasa VQRspCas9

(PAM NGAN). Por otro lado, Hu et al demostré que xCas9 3.7 expuso el rango de PAM mas



amplio, reconociendo NG, NNG, GAT y CAA. ultimo de los cuales esta presente

inmediatamente antes del gen E4 del modelo viral®'.

Posterior a las endonucleasas en base al PAM, se encontr6 que la secuencia de ARN
complementaria al genoma viral en la porcion génica que se podria delecionar, es el ARNcr, que
en conjunto con el ARNtracr son de vital importancia para el correcto funcionamiento de la
herramienta de edicion génica en la medida en que direccionan los puntos sobre los cuales la
endonucelasa debe ejercer su accion por lo que estan directamente involucradas con la delecion
de los genes ya descritos (véase las ilustraciones 10, 11 y 12 en los anexos 5.10, 5.11 y 5.12

respectivamente).

7.3 Knockin del vector viral: construccion teorica de plasmidos recombinantes. Continuando

con la edicién génica del modelo viral, una vez estudiado el knockout™

, en beneficio del espacio
generado en la doble hebra de material genético viral, se podrian insertar los genes de interés*
LY303511*y p300°(véase los anexos 1y 2 respectivamente) mediante la construccion de dos
plasmidos recombinantes**(uno para cada secuencia). Para ello, se debe obtener la ubicacién de
cada una de las secuencias de interés dentro del genoma completo que lo contiene, asi, las bases
que le anteceden en direccion 3°-5" a los genes de interés corresponderan a los nucleotidos sobre
los cuales deben cortar las enzimas de restriccion (PAM), de modo tal que se logre aislar

selectivamente los genes de interés®>>%41-0970727783,
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Una vez conseguido esto, se investiga cuales podrian ser los pldsmidos bacterianos que, ademas

de tener en alguna porcién la secuencia reconocible por la enzima de restriccion escogida, debe
poseer ademas, homologia con los extremos romos generados en el knockout (representados en
verde), a esto se le llaman brazos homoélogos; estos, ademas de ser complementarios a las bases
que flanquean el knockout, deberian poseer una longitud de 30 nucledtidos en la medida en que
le proporciona mayor especificidad a la hora del knockin (véase las ilustraciones 13 y 14 en los

anexos 5.13 y 5.14 respectivamente).

7.4 Modelado del genoma viral resultante de la edicion génica por CRISPR-Cas9. Acorde a



toda la investigacion bibliografica se logro la definicion del modelado teorico del genoma viral
resultante de la interpolacion que favorece entre otras cosas la edicién génica por la tecnologia

32-39-41—69—70—72—77—83(Véase la

CRISPR-Cas anteriormente explicada e ilustrada en los anexos
ilustracion 15 en el anexo 5.15). Asi, mediante el knockout esquematizado anteriormente, se
puede obtener la delecion de los genes E1B, E3 y E4 del genoma viral’'y en reemplazo a ellos,
mediante el knockin también construido y explicado en el apartado anterior obtener la insercion
especifica de las secuencias genéticas® que codifican para la acetiltransferasa p300°y el
clorhidrato LY303511%, genes que como fue descrito anteriormente inciden positivamente sobre
GATA-1 y negativamente sobre Hsp27, respectivamente.

Asi, la construccion de genoma viral se ubica en el anexo 5.15, en donde las siglas ITR hacen
referencia a las repeticiones terminales invertidas que son regiones cortas candnicas (de
aproximadamente 100pb) altamente conservadas en la familia Adenoviridae” y sobre las cuales
se unen las proteinas celulares para promover la replicacion del ADN de la particula viral, los

cajones blancos corresponden a los genes delecionados (E1B, E3 y E4)® y a la derecha se

encuentran intactos los genes tardios de la particula viral.

7.5 Importancia relativa de las revistas compiladas: clasificacion por cuartiles. Teniendo en
cuenta que el cuartil es un indicador que sirve para evaluar la importancia relativa de una revista

dentro del total de revistas de un area determinada y que estan ordenadas de mayor
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a menor indice de impacto, en el primer cuartil (Q1) se encuentran las revistas de mayor impacto

mientras que en el Ultimo (Q4) se ubican las revistas cuyas publicaciones no poseen un niamero
significativo de citaciones. A groso modo, el primer cuartil corresponde al 25% de las revistas
con mayor impacto, el segundo cuartil abarca entre el 25%-50%, el tercer cuartil entre el

50%-75% y el ultimo entre el 75%-100%.

Asi, como se manifiesta en el grafico circular de la ilustracion 16 (ubicada en el anexo 5.16), el
78% de la literatura consultada (70 publicaciones) corresponden a cuartil uno (Q1), el 11% (10
publicaciones) al cuartil 2 (Q2), el 3% (3 publicaciones) a cuartil 3 (Q3) y el 8% (7



publicaciones) al ultimo cuartil (Q4). Se refleja por lo tanto que el 89% de la literatura consultada
se ubica en los dos primeros cuartiles razon por la cual cumple con el primer punto de los

criterios de inclusion en el disefio metodologico.

Por otro lado, detallando puntualmente cudles revistas fueron consultadas para el desarrollo de
este trabajo de grado y su aporte en el grafico circular, se genero otra grafica, en la cual se puede
observar la distribucion porcentual de la literatura consultada clasificada por revistas (véase la
ilustracion 17 ubicada en el anexo 5.17), en donde las revistas con barras verdes pertenecen al
cuartil uno (Q1), las amarillas al cuartil dos (Q2), las naranjas al cuartil tres (Q3) y las negras al
cuartil cuatro (Q4).

Asi, en lo referente a la literatura consultada, no solo es de calidad, en el sentido de ubicarse en
los cuartiles de impacto disefiados por SCOPUS, sino que también, al reflejar cada una de ellas
un sentido cientifico maduro, especifico y especializado revelan legitimidad académica y

exigencia.

7.6 Importancia mundial de las malignidades hematologicas en el desarrollo investigativo. Las
malignidades hematologicas en Colombia hoy dia, segun un comunicado de la organizacion
mundial de la salud han cobrado la muerte de millones de personas, representando asi el 6.2% de
la mortalidad por cancer, en razon a esto, como quinto resultado de este trabajo de grado se halld
la distribucion geografica de la literatura consultada , dato que refleja los esfuerzos mutuamente

excluyentes de cada pais en el desarrollo investigativo en torno a tecnologias de edicion génica,
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origen, tratamientos disponibles, limitaciones y futuras visiones terapéuticas asociadas a las

malignidades hematoldgicas (véase las ilustraciones 18 y 19 ubicadas en los anexos 5.18 y 5.19
respectivamente).

Investigaciones que, dentro de otras cosas, fueron analizadas individualmente en busca de
evaluar la probabilidad de aplicarlas en torno al trastorno mieloproliferativo estudiado aqui, en
razon al metanalisis desarrollado.

Asi, como lo demuestra la grafica de barras y en el cartograma (ubicados en el anexo 5.18 y

5.19), el pais con mayor desarrollo investigativo en torno a las malignidades hematoldgicas aqui



consultadas fue Estados Unidos con 28 publicaciones que representan el 33% de la literatura,
seguido de China con 11 publicaciones (13%).

Por otro lado, los paises con menor impacto investigativo en lo referente a malignidades
hematologicas son Suecia, Finlandia, Inglaterra, Francia, Luxemburgo, Pert, México, entre otros.
Hallazgo explicado en la medida en que, diferentes estudios de incidencia epidemiologica como
la liderada por Miranda-Filho y colaboradores demuestran que, para el afio 2018 los paises con
mayor incidencia de leucemias por cada 100.000 habitantes/afio son los ubicados en
norteamérica, con una incidencia mayor a 6.5 casos por cada 100.000 habitantes/afio, esto
demuestra el por qué Estados Unidos ocupa un tercio de la bibliografia consultada, no obstante,

este comportamiento no se ve reflejado en los demads paises de norteamérica como lo es Canada.

Por otro lado, continuando con la misma investigacion, paises como México, Colombia, Espafia y
Rusia demuestran una incidencia de 5.2-6.4 casos por cada 100.000 habitantes/afio, sin embargo,
para esta elevada incidencia solo Colombia y Espafia demostraron un desarrollo investigativo
superior al 5% de la literatura consultada. Ahora bien, aun siendo un porcentaje bajo para la
incidencia que le corresponde, Colombia fue el pais de latinoamérica con mayor aporte cientifico
para el desarrollo de este trabajo de grado. Continuando, paises como China, Brasil, Chile,
Argentina y Pert poseen una incidencia de 4.1-5.1 de casos por cada 100.000 habitantes/afio y,
aunque es menor que la observada en paises como Colombia y Espafia, China aportd6 mayor
desarrollo cientifico en busca de la resolucion de malignidades hematologicas, indudablemente

por su accesibilidad tecnologica.
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7.7 Avances cientificos orientados a las malignidades hematolégicas a lo largo de los aiios.

En razon al peso que conlleva redactar estudios y revisiones con material bibliografico reciente,
este trabajo de grado demuestra a partir de un grafico de barras la distribucion de la literatura
consultada, clasificada cronoldégicamente como literatura citada y publicada en los ultimos 30, 10
y 5 afios. No obstante, si bien el trabajo de grado aqui desarrollado (monografia) no posee

restricciones en cuanto a la cronologia de literatura citada, durante la recopilacion de la totalidad



documental se procuro6 establecer como referentes bibliograficos, publicaciones que no superaran
los 10 afios de antigiiedad, no obstante, en el disefio metodologico se establecid que, en favor de
la recopilacion de informacion absolutamente necesaria para el progreso de este metanalisis se
permitirian referentes con mayor antigiiedad, en la medida en que, la LMC al tratarse de una
trastorno mieloproliferativo estudiado e investigado ampliamente desde los afios 80, era
absolutamente inevitable recopilar los primeros hallazgos en torno a esta enfermedad para
posteriormente ante el pleno entendimiento de la fisiopatologia, establecer una terapia innovadora
y segura en ensayos in vivo. En el grafico de barras a continuacion se evidencia la cantidad neta y
porcentual de la literatura investigada y clasificada cronoldgicamente (véase la ilustracion 21

ubicada en el anexo 5.21).

Asi, como lo demuestra el grafico de barras, el 100% de la literatura consultada (90
publicaciones) corresponden a los ultimos 30 afios de antigiiedad, el 73% (66 publicaciones)
corresponden a los ultimos 10 afios de antigiiedad y el 58% (52 publicaciones) a los tltimos 5
afios de antigiiedad, siendo asi cada categoria incluida en la anterior.

Asi, el 27% (24 publicaciones) de la literatura consultada corresponde cronoldgicamente a
estudios publicados entre 1984 y 2010, el 15% (14 publicaciones) fueron publicados entre 2011 y
2015 y el 58% (52 publicaciones) fueron publicados entre 2016 y 2021, cuya vigencia

corresponde a los ultimos 5 afios.
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8. Conclusiones

Asi dentro del marco del analisis y recopilacion documental se concluye que la endonucleasa Cas
9 de la tecnologia CRISPR-Cas no solo posee la capacidad de reconocer y knockear las
secuencias de interés en el modelo viral descrito sino que también logra hacer inserciones igual
de especificas y estables a nivel intracelular mediante el aprovechamiento de las diferentes

variantes de esta endonucleasa descritas en la literatura consultada.

Por otro lado las ventajas mas contundentes del modelo descrito reportadas en la literatura con

respecto a los ITK y otros virus usados como terapia viral oncolitica se resumen en que el modelo



viral posee una vida media fisiolégica mucho mas prolongada siendo esta 60 dias, ademas de ser
el vector viral que ha demostrado mejor transduccion génica y tropismo por las células
responsables de la LMC. Por otro lado la terapia viral oncolitica a diferencia de los ITK poseen
baja toxicidad en células sanas y su accidon no se ve interrumpida por el consumo de farmacos.
Ademas los virus usados en este tipo de terapias no han registrado en la literatura resistencias
asociadas o no con el oncogen de fusion BCR-ABL como si se ha reportado con los ITK. En
suma, el modelo viral aqui descrito segin los referentes aqui citados es menos propenso a generar
recaidas terapéuticas en la medida en se ha visto que reconoce y genera apoptosis incluso en las
c¢lulas madre que pudiesen estar en fase GO. Por otro lado, al tratarse de un virus quimérico no es

facilmente reconocible por el sistema inmune lo que permite su ingreso en las células diana.

Para terminar, el analisis bibliografico permite concluir que los vectores virales modificados
genéticamente no han reportado produccion de metabolitos indeseados caso contrario con el
consumo de este tipo de farmacos que dentro de otras cosas produce mutaciones en el genoma
humano. Esto, sumado a las investigaciones que respaldan al modelo quimérico aqui descrito
(Ad5/52s) como un excelente candidato para la resolucion de la LMC en base a su reconocido
tropismo. Asi, de esto ultimo nace la relevancia de este trabajo de grado en el sentido en el que, si
bien se ha reconocido el tropismo de diferentes vectores virales por diversas moléculas, ningun
grupo de investigacion Colombiano extrapol6 esta ventaja en torno a la resolucion del trastorno
estudiado aqui, siendo asi, la investigacion mas proxima la realizada por Guerrero R actual doctor
egresado de la universidad nacional de Colombia quien demostro por ensayos 62

experimentales que la implementacion de un modelo viral basado en rotavirus permite la

resolucion de la LLA de células B en poblacion pediatrica.

Por otra parte, en el marco de la redaccion con referentes actualizados y bajo el esquema de
pertinencia, esta revision bibliografica concluye que no soélo la informacién es suficiente para la
tematica desarrollada sino que ademas es satisfactoria en el sentido en el que se abordan temas
desde diferentes puntos de vista sino que también dentro las posibilidades y teniendo en cuenta
que la LMC ha sido una enfermedad ampliamente estudiada a lo largo de los afios, se gener6 una

revision y andlisis documental en base a referentes mayoritariamente de los Gltimos 10 afios y de



revistas con las mads altas calificaciones a nivel mundial ubicandose principalmente en los

primeros cuartiles.

Finalmente, en respuesta a los objetivos planteados, la leucemia mieloide cronica (LMC), es una
enfermedad que no solo carece de terapias definitivas, sino que también representa un desafio
para los grupos de investigacion debido a su amplia variabilidad genética y presentacion clinica.
Es por esto, que el objetivo del desarrollo de este trabajo de grado se centrd en la implementacion
de la tecnologia CRISPR-Cas sobre un modelo de Adenovirus como alternativa terapéutica para

la resolucion de la LMC en el marco de lo definido en la literatura disponible.

Asi, frente a la necesidad de generar edicion genética de la doble cadena de ADN del modelo
viral (Ad5/52s) sumado al valor agregado de implementar nuevas tecnologias, es mandatorio
considerar la introduccion de CRISPR-Cas al tratarse de un sistema de edicion génica sencillo,
estable y especifico; Sin embargo, CRISPR no solo corresponde a una familia de enzimas muy
amplia, sino que también, posee (segun el tipo de CRISPR) afinidad por diferentes tipos de
material genético ademas de diferentes mecanismos de accion. Dentro de los mecanismos de
accion que hace a esta tecnologia mas eficiente en el reconocimiento del punto de edicion es la
capacidad de ésta de identificar el punto de corte mediante la union especifica de la endonucleasa

al motivo adyacente de protoespaciador (PAMPs).

Al tratarse de un modelo viral con material genético de tipo ADN, una caracteristica primordial
de CRISPR es que esta permita la accion nucleasa en este tipo de material genético, alguna de

estas son CRISPR-Cas 9, Cas 12a y Cascade y Cas3; no obstante, cada una de estas posee
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variantes lo que permite obtener un amplio repertorio de PAMPs. Asi, el tipo de CRISPR

seleccionado fue CRISPS-Cas9 con 3 de sus variantes: SpCas9, VQRspCas9 y xCas9-3.7 cuyo
PAMP (NGG, NGAN y CAA respectivamente) al estar delimitando los genes E1B, E3 y E4
respectivamente (del modelo viral) hace efectivo el Knock out, esta corresponde a la segunda
gran caracteristica debido a que facilita la edicion genética del modelo viral. Una vez realizado el
Knock out, la doble hebra de material genético se rompe por lo que se genera un espacio; En
beneficio del Knock in, el espacio es aprovechado para la insercion de los genes que inciden

sobre los objetivos terapéuticos encontrados en las células de la LMC. Asi, las caracteristicas de



CRISPR que resultan fundamentales para la construccion del modelo viral y por ende para la
resolucion de la LMC se resumen en que: la endonucleasa ejerza su accion sobre material
genético de tipo ADN y que, el PAMP (que es reconocido por la endonucleasa) esté presente e

inmediatamente adyacente las secuencias Knock out de interés, caracteristicas que sumadas a la

eficiente transduccion de genes (que posee CRISPR) garantizan el correcto ensamble y
funcionamiento de la particula viral.

Asi, continuando con el segundo objetivo especifico, dentro de las ventajas que tieneesta
tecnologia cabe resaltar su facil seleccion y manipulacion de secuencias, debido a que
unicamente necesita la presencia de una endonucleasa activa y un RNA guia complementaria a la
secuencia que se desea knockear, ser la alternativa de edicién genética méas econdmica hasta la
actualidad (cerca de 60 USD) y haber demostrado alta estabilidad intracelular. Asi mismo,
cumple con la viabilidad de editar genéticamente al modelo viral descrito aqui en la medida en
que uno de los tipos de CRISPR maés estudiados (CRISPR-Cas 9) genera su accion nucleasa en
material génico de tipo ADN, a esto se le suma que la acciéon nucleasa de esta enzima se
caracteriza por dejar extremos romos lo que facilita la insercion y delecion de regiones genéticas.
Ademéds, se ha demostrado que permite el control del tipo de secuencia a insertar mediante la
reparacion por homologia libre de errores (HDR) para la cual inicamente se necesita de un
templado donante con la secuencia de interés. Sin embargo, una de las desventajas que presenta
esta herramienta es que, aunque la célula diana (en este caso Ad5/52s) sea de facil transfeccion y
proliferacion, este tipo de reparacion (HDR) se presenta en menos del 5% de las células (Virus)

sometidas al Knock out.
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La eficiencia de transduccion y la expresion de genes exdgenos que posee el Adenovirus sin

embargo permite que esta herramienta supere la expansion clonal del templado donante al no ser
necesario. Ademas, el aislamiento del material genético viral respecto al material genético celular
durante la infeccion in vivo reduce las posibilidades de mutacion del genoma viral, asi lo explica
Hu Y en su investigaciéon”. Esto 0ltimo se traduce en un genoma viral estable y funcional,

aspectos necesarios en una terapia génica exitosa.



Por otro lado, si bien CRISPR-Cas esta abriendo nuevas fronteras en edicion génica, como
cualquier otra requiere de condiciones celulares especificas para no presentar limitaciones
transversales a todas las técnicas de edicién génica que le anteceden. Asi, una de las grandes
desventajas que posee esta herramienta de edicion genética, es que al tratarse de una tecnologia
fundamentada en la complementariedad de bases, es premisa establecer una endonucleasa y ARN
guias para cada secuencia que se desee editar, ademéas que multiples investigaciones han
demostrado que su practicidad se ve reducida cuando se implementa en células con baja tasa de
transfeccion y proliferacion, sin embargo esto no aplica para el modelo viral por lo que representa
una ventaja debido a que asegura una correcta y permanente edicion génica. Continuando con el
vector viral, dando respuesta al primer objetivo especifico, Adenovirus es un virus de ADN de
doble cadena, éste ha demostrado bajo diferentes investigaciones ser el modelo de terapia viral
oncolitica que posee mayor eficiencia de transduccion de genes, la mejor estabilidad fisiologica
(60 dias), alta eficiencia en concentracion de particulas virales, baja o nula toxicidad en células
sanas, ademds de expresar los genes que carga sin necesidad de infectar una célula lo que
permite, entre otras cosas, modificar su tropismo viral”'. Sumado a esto, el modelo Ad5/52s por
su quimerismo favorece a la reduccion de la inmunogenicidad lo que lo hace un vector altamente
tolerable para el humano®. Ademas, la edicidn genética anteriormente explicada mediante la
implementacion de la tecnologia CRISPR-Cas no solamente

permite que la particula viral no genere eventos patoldgicos (como la oncogénesis) sino que
también aporta a la reduccion de la inmunogenicidad del modelo (al Knockear los genes E2 y E4)
caracteristicas inigualables frente a otros modelos de terapia viral oncolitica, aqui yace entonces

la importancia de la aplicacion de este modelo viral y no otro.

65
Finalmente, una vez conocida la tecnologia CRISPR-cas y su uso sobre el modelo viral, es

menester garantizar no solo que la particula ingrese a las células de interés sino que, ademas,
genere una transduccion efectiva de los antioncogenes que carga; Asi, para el desarrollo de este
trabajo de grado se tomaron como secuencias gendmicas y moléculas algunos antioncogenes,

como al LY303511, un clorhidrato que, se ha demostrado inhibe a Hsp27 (una proteina de choque



térmico), a la par que sensibiliza a la célula infectada a la apoptosis extrinseca mediada por
TRAIL y como segundo antioncogen p300, una acetiltransferasa responsable de la acetilacion (y
por ende activacion) de GATA-1,

proteina que en altas concentraciones intracelulares se ha visto implicada con la senescencia de

las células de la LMC (ambas secuencias se encuentran en los anexos 1 y 2 respectivamente).

De otra parte en lo respecta con el desarrollo investigativo entorno a las malignidades
hematologicas a nivel mundial si bien Colombia es el pais de latinoamérica que aportd mas
publicaciones cientificas para el desarrollo de este trabajo de grado, la contribucion fue menor al
10%, lo que denota firmemente la carencia de desarrollo investigativo por parte de latinoamérica.
En este sentido y retomando la alta incidencia de leucemias en latinoamérica, se convierte cada

vez mas en una necesidad, impulsar a la poblacion al crecimiento de la comunidad cientifica.

9. Discusion.
En este trabajo de grado se describe por primera vez un modelo Adenoviral editado

genéticamente para la resolucion de la LMC mediante terapia viral oncolitica, alternativa que, de
demostrar resultados Optimos en la practica, no solo se trataria de una terapia competitiva
econdmicamente con respecto a los demads tratamientos disponibles actualmente, sino que
ademads se espera, presente los menores efectos secundarios y la menor probabilidad de rechazo y
recaida.

Asi, una vez finalizada la busqueda y analisis bibliografico se determind que este trabajo de
grado llegd a la misma postura que la investigacion liderada por Larripa J y colaboradores

titulada “Leucemia mieloide cronica” publicada en el afio 2017 cuando afirman que los origenes
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de la resistencia a los ITK son tanto dependiente como independiente de BCR-ABL lo que

repercute en la alta incidencia de recaidas terapéuticas.

Ademas, si bien es cierto que la aplicacion de Adenovirus y sus derivaciones genéticas en la

LMC no ha sido explorada ampliamente, esto no quiere decir que el modelo viral salvaje no



represente una via terapéutica como lo afirma Marini F y colaboradores en su estudio
“Adenovirus as a gene therapy vector for hematopoietic cells” publicado en 1999 en la medida en
que las células neoplésicas de la LMC exponen el receptor CAR (en baja cantidad) cuyo ligando
estd presente en la particula viral salvaje, en este sentido, no es pertinente afirmar que la particula
viral no logre una internalizacion efectiva en células hematopoyéticas sino que, mas bien es una
internalizacion pobre por lo que requiere de modificaciones genéticas que permitan un tropismo
mayor. Es asi, como este trabajo esta a favor de la postura de Qian W y colaboradores en su
estudio “Enhanced antitumor activity by a selective conditionally replicating adenovirus
combining with MDA-7/interleukin-24 for B-lymphoblastic leukemia via induction of
apoptosis”’publicado en 2007 cuando demuestran por medio de citometria de flujo que cerca de
un tercio de las células sanguineas de pacientes con LMC expresan el receptor CAR y que
incluso, varios vectores basados en Adenovirus salvaje logran una infeccion significativa en
células k562 in vitro con un MOI alto e incubacion prolongada, no obstante la introduccion de
este modelo viral in vivo requiere de modificaciones genéticas tanto para aumentar el tropismo
viral como para garantizar que no genere citotoxicidad y/o transformacion en células sanas. En
ese sentido, ante el reducido tropismo viral que posee la cepa salvaje, este trabajo de grado
postula la implementacion de un virus quimérico (Ad5/52s) en el sentido de que diversas
investigaciones asocian al fiber corto del Ad52s con el acido sialico, receptor que se encuentra
presente en todos los leucocitos, en lo que respecta con la citotoxicidad es bien conocido que el
uso de la tecnologia CRISPR-Cas posee los alcances suficientes para retirar los factores de
virulencia asociados con la transformacion celular (E1), como también para facilitar la evasion de
la respuesta inmune (con la delecion del gen E3 y E4);Asi, una vez la particula viral es inocua,
mediante la misma tecnologia es viable a la insercion de antioncogenes que permiten la muerte

celular programa de las células neoplésicas.
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En materia de edicién de genética, al igual que McCarty N y colaboradores en su estudio

“Multiplexed CRISPR technologies for gene editing and transcriptional regulation.” publicado en
el afio 2020 este trabajo de grado estd a favor con su postura con la cual definen que

CRISPR-Cas corresponde a la herramienta de edicidon genética mas sencilla en la actualidad



debido a que requiere tnicamente de una endonucleasa, un motivo adyacente de proto-espaciador
(PAMP) y una secuencia genética de tipo RNA complementaria a la secuencia de interés para
generar una modificacion que no solo es especifica sino que también es estable a nivel celular
pudiéndose ver reflejada en clones celulares o en este caso en las nuevas particulas virales por los
métodos de concentracion. Sin embargo, también este trabajo simultaneamente esta a favor de
Pickar A y colaboradores con la revision bibliografica titulada “The next generation of
CRISPR—Cas technologies and applications” publicada en 2019 cuando afirma que una
desventaja significativa de esta herramienta es la creacion de un CRISPR completamente
diferente para cada gen en el sentido de que se basa en la complementariedad de bases y que,
para cada gen el PAMP que le antecede es particular.

Retomando lo correspondiente con el vector viral, en la conclusion que da respuesta al primer
objetivo especifico, se establece que se llegd a la misma deducciéon de Martinez F y
colaboradores en su investigacion “Biologia molecular de los vectores adenovirales” publicada en
2006 al afirmar que el Adenovirus es el vector que tiene la mayor transduccion a nivel celular al
exponer diferentes ensayos clinicos donde este virus modificado genéticamente de diversas
maneras logra una transduccion eficaz entre el 70 y el 100% de la poblacion celular con un
predominio en los ensayos que revelan una transduccion incluso del 95% de la misma. Asi
mismo, se comparte la postura con Abudoureyimu M y colaboradores, en su revision
bibliografica “Oncolytic Adenovirus—A Nova for Gene-Targeted Oncolytic Viral Therapy in
HCC” publicado en 2019 cuando afirma que se trata del vector viral con mayor estabilidad
fisioldgica al demostrar mediante ensayos hasta 60d en circulacién. En este mismo sentido, se
apoya (a partir del analisis de diferentes investigaciones) lo descrito por Marini F y colaboradores

en su investigacion “Adenovirus as a gene therapy vector for hematopoietic cells”

68
publicada en 1999 cuando se menciona que este modelo es el que permite la mejor concentracion

de particulas virales al compararlo con otros vectores virales como los retrovirus.

En cuanto a la citotoxicidad hacia las células sanas, este trabajo de grado est4 en parcial acuerdo



con respecto a lo que establece Guerrero R en su tesis doctoral “Caracterizacion del potencial
oncolitico del aislamiento rotaviral Wt1-5 en cultivos primarios de leucemia linfoblastica aguda
de precursores B” publicada en 2018 cuando afirma que una de las caracteristicas de la terapia
viral oncolitica y por lo que ha sido implementada con mayor fuerza actualmente es que, sea cual

sea el vector en cuestion, solamente logra ejercer su efecto en la células que le proporcionen el

andamio fisico necesario, ambiente que Unicamente se presenta en las lineas celulares
neoplésicas. Sin embargo, el apoyo parcial de esta afirmacion radica en que, hallazgos
experimentales han revelado que, si bien los vectores virales corresponden a una terapia
prometedora, establecer una citotoxicidad nula es sobrevalorar esta alternativa, debido a que se
ha evidenciado una citotoxicidad hasta del 5% en células sanas de pacientes con LMC. Lo que si
resulta completamente veridico bajo decenas de investigaciones cientificas aqui citadas como la
de Garcia M y colaboradores titulada “Generacion de un Adenovirus quimérico AdS5/52s
pseudotipado con la proteina fiber corta del Ad52 para su caracterizacion in vitro e in vivo como
vector de terapia génica” en el 2015 es que esta particula posee la facilidad de modificar el
tropismo viral mediante la introduccion de genes debido a que logra expresarlos sin necesidad de
una infeccion celular. Asi, parte de la modificacion del tropismo viral es alcanzada mediante la
construccion de virus quiméricos, condicidn que ademads facilita la evasion de la respuesta
inmune. Ademas, el modelo detallado aqui, es el Uinico que da respuesta a las necesidades
primordiales para la implementacion de una terapia in vivo para la LMC como lo son la reducida
citotoxicidad, evasion de la respuesta inmune, ausencia de efectos colaterales diferentes a la
leucopenia, tropismo celular e induccidon a la apoptosis, lo que no solo corresponde a una
alternativa inocua, sino que también garantiza (al menos teéricamente) muerte celular de tipo
apoptdtico por lo que no genera liberacion de los componentes celulares que pueden resultar

nocivos para la salud.
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Para finalizar con el modelo de terapia viral oncolitica (Ad5/52s), la carga genética que se debe

priorizar para la obtencién de un efecto prosenescente y proapoptotico segun la revision

bibliografica debe constar de un gen que aumente la expresion de GATA-1 como lo es p300 (una



acetiltransferasa) esto, debido a que este trabajo de grado esta a favor de Boyes J y colaboradores
en su investigacion “Regulation of activity of the transcription factor GATA-1 by acetylation”
cuando afirman experimentalmente que el aumento de la expresion de esta proteina se asocid
significativamente con la senescencia celular tanto en ensayos in vitro como in vivo, para el
segundo de los efectos, esta monografia apoyo lo concluido por el estudio de Mellier G y
colaboradores titulado “Small molecule sensitization to TRAIL is mediated via nuclear
localization, phosphorylation and inhibition of chaperone activity of Hsp27” publicado en
octubre de 2013 cuando demuestran que el aumento intracelular de LY303511 (un clorhidrato) se
asocio significativamente con la degradacion de Hsp27 citoplasmatico y por ende con la
apoptosis extracelular mediada por TRAIL, fendmeno explicado por la fosforilacion mantenida
en la serina 82 de la proteina. Es asi como, este trabajo de grado detalla una alternativa
terapéutica para la leucemia mieloide cronica mediante la implementacion de la tecnologia
CRISPR-Cas sobre un modelo de Adenovirus genéticamente modificado en base a la

recopilacion y metanalisis bibliografico.
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