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Resumen

Antecedentes y objetivos: La terapia génica empleando el activador de plasmindgeno tipo urocinasa (huPA) ha demostrado
que induce la degradacion de matriz extracelular, la proliferacion de hepatocitos y el restablecimiento de la funcionalidad ti-
sular en modelos de cirrosis hepatica. Fisiologicamente, el uPA activa la conversion del plasmindgeno en plasmina, lo que
conlleva, dependiendo del drgano, una trombdlisis o a degradacion de la matriz extracelular. El objetivo de este estudio fue
comparar el efecto regenerador de la terapia génica con adenovirus codificando la forma silvestre (huPA), asi como su iso-
forma truncada (AhuPA) en animales sanos y cirrdticos. Ademas, se valoraron los posibles efectos adversos sobre la coagu-
lacion. Métodos: Se administro 6x10"" pv/kg del Ad-huPA o Ad-AhuPA a ratas Wistar macho sanas o con cirrosis por intoxi-
cacion cronica con tetracloruro de carbono (CCl,) via vena iliaca. El sacrificio fue al dia 2, 4 o 6 postratamiento. Se evalud la
fibrosis hepatica, la expresion de antigeno nuclear de proliferacion celular y niveles séricos de alanina aminotransferasa (ALT)
y aspartato aminotransferasa (AST), y marcadores de coagulacion. Resultados: Al dia 6 postratamiento se alcanzd una re-
version de fibrosis del 48.7-41.5%. Los niveles de AST y ALT no cambiaron en animales cirrdticos tratados con AhuPA, pero
aumentaron en animales sanos comparados con el control sano no tratado. La proliferacion aumenta en animales sanos y
cirrdticos con ambas isoformas del transgén. No se observaron efectos adversos en la coagulacion en el grupo AhuPA y para
el dia 6 habian desaparecido en el grupo huPA. Conclusiones: La terapia génica con Ad-uPA y Ad-AhuPA favorece la pro-
liferacion celular en animales cirrdticos, sin efectos secundarios importantes.

Terapia génica. Adenovirus. Plasmindgeno tipo urocinasa. Cirrosis.

Gene therapy wuth urokinase-type plasminogen activator regenerates liver tissue

Abstract

Background and objectives: Gene therapy using urokinase-type plasminogen activator (uPA) has been shown to induce
extracellular matrix degradation, hepatocyte proliferation and liver tissue function restoration in liver cirrhosis models. Physio-
logically, uPA activates plasminogen conversion to plasmin, which leads, depending on the organ, to thrombolysis or extrace-
llular matrix degradation. The purpose of this study was to compare the regenerative effect of gene therapy with adenoviruses
encoding wild-type uPA (huPA), as well as its truncated isoform (AhuPA), in healthy and cirrhotic animals. In addition, possible
adverse effects on coagulation were assessed. Methods: 6 x 10" vp/kg of Ad-huPA or Ad-AhuPA were administered via the
iliac vein to healthy male Wistar rats or to male Wistar rats with cirrhosis induced by chronic poisoning with carbon tetrachlo-
ride (CCl4). The animals were sacrificed at day 2, 4 or 6 post-treatment. Liver fibrosis, proliferating cell nuclear antigen ex-
pression, alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) serum levels and coagulation markers were
evaluated. Results: On day 6 post-treatment, a fibrosis reversal of 48.7-41.5 % was achieved. AST and ALT levels did not
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change in cirrhotic animals treated with AhuPA, but showed an elevation in healthy animals. Cell proliferation increased in
healthy and cirrhotic animals with both transgene isoforms. No coagulation adverse effects were observed in the AhuPA group,
and by day 6, they had disappeared in the huPA group. Conclusions: Gene therapy with Ad-huPA and Ad-AhuPA favors cell

proliferation in cirrhotic animals, without important side effects.

Gene therapy. Adenovirus. Urokinase plasminogen activator. Cirrhosis.

|ntroducci6n

La fibrosis hepatica y la cirrosis representan la via
final comun de varias enfermedades del higado.
Ocasionadas por varias etiologias, la fibrosis y cirro-
sis hepatica representan una de las primeras causas
de morbilidad y mortalidad del mundo. En México las
enfermedades hepaticas se encuentran entre las pri-
meras causas de muerte en edad productiva. La fibro-
sis es el resultado de una acumulacién excesiva de
componentes de matriz extracelular (MEC) como
colagenas vy fibronectina, secretadas por miofibro-
blastos en respuesta al dafio celular crénico'. La res-
puesta inflamatoria puede perpetuarse y finalmente
favorecer el proceso de fibrosis y llevar a un estado
patoldgico con pérdida de la funcién del higado y la
formacion permanente de una cicatriz?.

El plasmindgeno es una glucoproteina que circula
en el plasma como zimoégeno, siendo precursor inac-
tivo de la plasmina®. La plasmina es una proteasa que
escinde varias proteinas de MEC, incluyendo fibro-
nectina, factor von Willebrand, laminina, trombospon-
dina y colagena tipo IV. Juega un papel importante
en la activacion de varias metaloproteinasas de matriz
extracelular (MMP) como pro-MMP-1, pro-MMP-3,
pro-MMP-9 y pro-MMP-2, las cuales degradan otros
constituyentes de MEC*%. La plasmina puede afectar
la actividad de citocinas y factores de crecimiento,
como el factor de crecimiento transformante beta, que
influye en la composicion y degradacion de la matriz
extracelular de manera directa o indirecta, siendo la
principal citocina profibrogénica“.

Las terapias antifibréticas tienen el objetivo de inhi-
bir el depdsito de proteinas de MEC y/o acelerar su
degradacion. Basado en lo anterior, la terapia génica
utilizando genes huPA y AhuPA han demostrado ser
efectivos como terapias antifibrogénicas en modelos
experimentales de cirrosis hepatica. Estudios previos,
de nuestro grupo y otros, han demostrado que huPA
y AhuPA®” estimulan la proliferacion hepatica en
modelos cirréticos, favoreciendo el restablecimiento
de la funcionalidad tisular. El objetivo del presente
trabajo fue comparar el efecto de huPA y AhuPA tanto

en higados cirréticos como sanos; en marcadores de
regeneracion celular, grado de fibrosis y funcionalidad
hepatica, y evaluar si el tratamiento con huPA pre-
senta efectos adversos en la coagulacion.

Material y métodos

Modelo animal y administracion de
tratamiento

Se intoxicaron ratas Wistar macho (n = 5/grupo,
~120 g peso) con tetracloruro de carbono (CCl,) i.p.
durante ocho semanas. Un grupo de cinco ratas no
intoxicadas sirvieron como control sano. En anima-
les sanos vy cirroticos, se administrd 6x10'" pv/kg
de Ad-huPA o Ad-AhuPA, a través de la vena iliaca
al final del régimen de intoxicacion con CCl,. Los
adenovectores se titularon como se describié ante-
riormente’®. El sacrificio se realiz6 al dia 2, 4 0 6
postratamiento, Secciones representativas de los
cinco lébulos de higado se recolectaron y se man-
tuvieron congeladas (-70°C) hasta su anélisis.
Durante el protocolo las ratas recibieron cuidados
de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999.

Determinacion del grado de fibrosis

Para evaluar el grado de fibrosis hepdtica se extrajo
y fijo tejido hepatico en paraformaldehido al 10%,
seguido de deshidratacién en etanol y embebido en
parafina. Secciones de 5 um de espesor se tifieron
con tricrdmico de Masson. El porcentaje de fibrosis
se determind en 30 campos al azar utilizando un ana-
lizador de imagenes (Image-ProPlus 6.0).

Determinacion de proliferacion celular por
inmunohistoquimica contra PCNA

La proliferacién celular fue determinada por inmuno-
histoquimica contra el antigeno nuclear de proliferacion
celular (PCNA). Secciones de higado fueron incubadas
con anticuerpo monoclonal contra PCNA diluido 1:200
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en buffer fosfato salino durante toda la noche. El reve-
lado se hizo con un anticuerpo secundario policlonal
de conejo marcado con peroxidasa dirigido a inmuno-
globulinas de ratén y con diaminobenzidina. Se contra-
tind con hematoxilina. El porcentaje de reactividad a
PCNA se determind en 15 microfotografias utilizando
un analizador de imagenes asistido por computadora
(Image-ProPlus 6.0).

Pruebas de funcion hepatica y marcadores
de coagulacion

Bajo anestesia, se realizé en los animales puncion
intracardiaca para colectar sangre en tubos con acido
etilendiaminotetraacético y libre de anticoagulante; se
separo suero y plasma, y se almacend a =70°C hasta
su uso. Los niveles séricos de alanina aminotransfe-
rasa (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST), asi
como el fibrinégeno en plasma, tiempo de trombo-
plastina (TP) y tiempo parcial de tromboplastina
(TPT), fueron determinados en un analizador automa-
tizado Vitros DT 60.

Analisis estadistico

Los datos se presentan como la media + desviacién
estandar (DE) para representaciones gréficas. La sig-
nificancia estadistica se determiné mediante ANOVA
de una via; las diferencias entre dos grupos se ana-
lizaron con la prueba de t de Student. Los datos se
analizaron con el software Graph Prism 7.0. Se con-
sider¢ estadisticamente significativo un grado de sig-
nificacion (p) < 0.05.

Resultados

La terapia génica con Ad-huPA 'y
Ad-AhuPA revierte la fibrosis hepatica

La administracion del Ad-huPA y Ad- AhuPA revierte
el tejido fibrotico entre el 48.7%-41.5% alcanzando el
méaximo efecto al dia 6 postratamiento (Fig. 1). No se
observaron diferencias significativas en el efecto anti-
fibrético entre los transgenes en ninguno de los dias
evaluados. Sin embargo, los higados tratados con
AhuPA presentan menor fibrosis lobular y periportal,
asi como disminucion en el ancho de las fibras y en
la alteracion histoldgica del tejido al avanzar los dias
postratamiento (dia 4 y 6) en comparaciéon con los
controles.

Pruebas de funcion hepatica

En la figura 2 se muestran los niveles de las enzi-
mas hepaticas ALT y AST, determinadas para evaluar
la funcionalidad hepatica; las cuales aumentaron sig-
nificativamente después de la administracion de los
adenovectores tanto en los controles sanos como en
los animales cirréticos, con ambas formas del trans-
gén. Dicho aumento podria deberse al efecto citotd-
xico del adenovirus en el tejido hepatico, que esta
presente incluso en higados sanos. En esta conside-
racion, las ratas cirréticas tratadas con AuPA mostra-
ron niveles mas bajos en ALT y AST que las ratas
cirrdticas tratadas con uPA (Fig. 2), lo que puede
interpretarse como una medida indirecta de los bene-
ficios en la funcién hepatica que el tratamiento con
AuPA logra en higados cirréticos.

Ad-AhuPA no altera los marcadores de
coagulacion

En los animales cirroticos tratados con AhuPA, los
valores de TP, TPT y del fibrindgeno no aumentaron
en comparacion con los animales control, lo que
indica que no hubo efectos adversos causados por la
transgénesis, mientras que la terapia con Ad-huPA
modificé al dia 4 dichos marcadores respecto de los
controles (Fig. 3). Estos resultados sugieren alteracio-
nes en la cascada de coagulacion causada por uPA
silvestre en los primeros dias postratamiento.

El tratamiento con huPA y AhuPA favorece
la proliferacion celular en el higado

La tincion de PCNA en hepatocitos de tejido normal
fue del 53% con uPA y del 50% con AhuPA al dia 6
postratamiento (Fig. 4). Por otro lado, los higados
cirréticos mostraron un aumento del 61% en la rege-
neracion celular después del tratamiento con el huPA
silvestre y del 69% con el huPA truncado, en compa-
racién con animales no tratados (Fig. 4). Las células
positivas para PCNA se identificaron como hepatoci-
tos con predominio al dia 4 y 6 postratamiento, con
diferencia significativa para el AhuPA solo en el dia 6.

Discusion
En este estudio demostramos que la administra-

cién sistémica de Ad-huPA y Ad-AhuPA revierte la
fibrosis en un modelo de cirrosis experimental en
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Figura 1. Porcentaje de fibrosis en tejido hepatico postratamiento con vectores adenovirales Ad-huPA o Ad-AhuPA. A: porcentaje de fibrosis
hepatica al dia 2, 4 y 6 postratamiento. La mayor disminucidn de tejido fibrdtico se observd al dia 6 con ambos transgenes. No se presentan
diferencias significativas en la reversion de la fibrosis entre los transgenes. B: fotografias representativas de la tincion de muestras de higado
con tincion tricrmico de Masson (20X). En la primera columna controles de higados sano y sano tratado con vector viral presentan predominio
de componentes del parénquima. El tejido cirrético control presenta nédulos cirrdticos caracteristicos rodeados de gruesas bandas de fibrosis
que muestran una fibrosis progresiva tefiida de azul. En la segunda y tercera columna, higados de animales tratados con Ad-huPA y Ad-AhuPA
respectivamente; en ambas columnas después de 6 dias del tratamiento con huPA o AhuPA solo hay bandas de fibrosis delgadas que se extien-
den desde las dreas portales, asi como una menor deformacion tisular y esclerosis leve de la vena central.

huPA: forma silvestre del activador de plasmindgeno tipo urocinasa; AhuPA isoforma truncada del activador de plasmindgeno tipo urocinasa.

niveles comparables con lo obtenido en publicacio- transgén. Las disminucidn del tejido fibroso aumenté
nes anteriores utilizando el Ad-huPA o el Ad-AhuPA®’. a lo largo del tiempo después de la administracion
Adicionalmente, los resultados del andlisis morfomé- de los tratamientos alcanzando su pico maximo al
trico no mostraron diferencias significativas entre  sexto dia en un rango del 41 al 48% en la reduccién
los grupos tratados con las diferentes formas del de la fibrosis comparado con el grupo control no
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Niveles de enzimas hepaticas séricas (ALT y AST) postadministracion de Ad-huPA o Ad-AhuPA. A'y B: niveles de AST y ALT de los
controles y de los animales tratados con Ad-huPA a los distintos tiempos de corte. C y D: representacion gréfica de los niveles de AST y ALT
del grupo tratado con Ad-AhuPA y sus controles. Después de la administracion de los transgenes via vena iliaca, se realizo andlisis séricos al
dia 2, 4 y 6; valores basales fueron monitoreados en el grupo control sin administracion de adenovirus.

ALT: alanina aminotransferasa; AST: aspartato aminotransferasa; huPA: forma silvestre del activador de plasmindgeno tipo urocinasa; AhuPA

isoforma truncada del activador de plasmindgeno tipo urocinasa.

tratado; alcanzando una diferencia estadistica al dia
4y 6 en los animales tratados con huPA y al dia 6
en los animales tratados con AhuPA (p < 0.05) res-
pecto a los animales no tratados. Con el fin de corro-
borar los beneficios observados en la reversion del
tejido fibroso, evaluamos la regeneracion celular en
animales sanos y cirréticos, suponiendo que las con-
diciones del microambiente presentes en el higado
dafado podrian favorecer una mayor respuesta en
la regeneracion tisular. Los resultados muestran que
la regeneracion celular medida por la inmunohisto-
quimica dirigida a PCNA aumenta con ambos trata-
mientos en comparacién con las ratas no tratadas
(p < 0.05), alcanzando su pico maximo el dia 6 pos-
tratamiento. Sin embargo, la regeneracion celular se
incremento significativamente (p < 0.05) en animales
cirréticos en comparacion con ratas normales 50 vs.
69%. No obstante, tanto huPA como AhuPA parecen

aumentar de manera equiparable la regeneracion de
hepatocitos en animales cirrdticos (Fig. 4). Este
hecho puede explicarse con estudios previos que
reportan el papel del factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-0) y la interleucina 6 (IL-6) en la preparacion
de las células hepaticas para el proceso de regene-
racion, luego de una hepatectomia parcial®’. Por
otro lado, se ha demostrado que el plasmindgeno
media las propiedades reparadoras del uPA en el
higado, por lo tanto el uPA en un higado cirrético en
combinacién con la presencia de citocinas proinfla-
matorias en respuesta al dafio puede ser parte del
microambiente que brinda las condiciones déptimas
para un mejor proceso de regeneraciéon que el
entorno presente en el tejido hepatico sano''. Por
otro lado, se conoce que los vectores adenovirales
tienen tropismo para el tejido hepatico cuando se
administraran via sistémica'?, lo que representa una
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Evaluacion de marcadores de coagulacion. Determinacion
de marcadores de coagulacion: tiempo de protrombina (TP) (A),
tiempo parcial de tromboplastina (TPT) (B) y fibrinégeno (C). Se ana-
lizaron animales cirrdticos tratados con Ad-huPA y Ad-AhuPA. Los
valores de TP, TPT y fibrindgeno no aumentaron en los animales
cirrdticos tratados con AuPA en comparacion con los animales control,
lo que indica que no hay efectos adversos causados por la transgé-
nesis, mientras que la terapia con Ad-huPA aumenta los pardmetros
de coagulacion por encima de los controles, en particular el dia 4, lo
que implica un trastorno en la cascada de coagulacion causada por la
forma de uPA secretado.
huPA: forma silvestre del activador de plasmindgeno tipo urocinasa;
AhuPA isoforma truncada del activador de plasmindgeno tipo uroci-
nasa; uPA: plasmindgeno tipo urocinasa.

ventaja al reducir los posibles efectos secundarios
de la expresion de uPA en otros tejidos. Previamente
nuestro grupo demostrd que los adenovirus se diri-
gen de manera eficiente a hepatocitos y que pueden
transducir se manera segura higados cirréticos'™. En
este estudio detectamos un aumento significativo de
las enzimas hepaticas ALT y AST en animales cirro-
ticos con el tratamiento de Ad-huPA, sugiriendo dafio
celular que no se presenta en el tratamiento con
Ad-AhuPA. Asi mismo, los animales sanos tienden a
aumentar los niveles séricos de las pruebas de fun-
cionalidad hepatica con ambos tratamientos, pero de
una forma menos pronunciada tras la administracion
de los adenovirus. Se sabe que la administracién de
adenovirus aumenta los niveles séricos de TNF-o e
IL-6 y que pueden prolongar los tiempos de coagu-
lacion'; es importante establecer que los animales
presentaron elevacion de las enzimas hepaticas
durante las primeras 48 h posteriores a la adminis-
tracion de adenovirus, disminuyendo entre 72 y 96 h
postratamiento (Fig. 2) en el caso de los grupos
tratados con AhuPA. Es notable que los niveles séri-
cos de ALT y AST fueran mas bajos en los animales
tratados con Ad-AhuPA en comparacion con Ad-uPA,
lo que implica un efecto especifico del transgén. No
obstante, no se presenté mortalidad en los animales
cirréticos con respecto a las ratas sanas, lo que
sugiere que el dafo transitorio causado por la admi-
nistracion del vector y el transgén puede resolverse
sin mayores consecuencias.

Debido al deterioro del tejido cirrético los animales
con dafno hepatico podrian experimentar trastornos de
la coagulacién®, mismos que podrian aumentar con
la administracion de huPA como transgén debido a su
papel en el sistema de coagulacién®; por lo cual ana-
lizamos los parametros de coagulacion con el fin de
monitorear posibles eventos adversos. Dado que
AhuPA es una proteina no secretada, esperabamos
que su uso como transgén no representara ninguna
alteracion en los eventos de coagulacion'. Ninguna
de las formas del transgén afectd negativamente a los
marcadores de coagulaciéon evaluados, donde las
diferencias en niveles del fibrindgeno, del TP y del
TPT para ambos grupos Ad-huPA y Ad-AhuPA no
muestran diferencias significativas entre los controles
sanos y las ratas cirrdticas tratadas seis dias postra-
tamiento. Ademas, en el sexto dia después del trata-
miento, los marcadores de coagulacion evaluados



A. Sandoval-Rodriguez, et al.: EI Ad-AhuPA regenera tejido cirrotico

huPA AhuPA
_ 100+
o 100 <
S s 5
g e = B
T 60 E 60+
© o
= E >
2 404 = € 4
o ©
g 20- Q204
= =,
c 1 1 1 1 1 1 lO 6 lo 6 lo 6
e £ 2 & 2 ¢ s £ 5 £ &
& 6 ¢ © @ o @ Q 9 Q 9 Q
£ § § § § 8 £ § § § § ¢
s 2 = =2 & 3 2 a a4 a 2 =
< < o S = <
5| < g < = <
-t
Dia2 Dia4 Dia6 Dia 2 Dia 4 Dia 6

LR I

Figura 4. Andlisis de proliferacion celular por el marcador PCNA (antigeno nuclear de proliferacion celular) postratamiento. Los nucleos en la
mitosis se cuantificaron por dos patdlogos independientes (40X). A: representa el porcentaje de hepatocitos tefidos con PCNA en los distintos
grupos analizados; muestra un 50-53% de positividad a PCNA en hepatocitos normales en el dia 6 después de la administracion de los adeno-
virus. B 'y C: los higados cirrdticos después de 6 dias de tratamiento muestran abundantes nucleos tefiidos positivos (flechas blancas) y figuras
mitdticas en un 60-69% (p > 0.005) en comparacion con los animales no tratados. En las fotografias representativas B, las células positivas para
PCNA se identificaron como hepatocitos y predominan en el dia 4 y 6 después del tratamiento, con una diferencia significativa para el transgén
AuPA solo en el dia 6 (p > 0.005). Se utilizaron como controles secciones de higado cirrdtico sin administracion de adenovirus. Las medidas
tuvieron una variacion del 3% entre los dos patdlogos diferentes.

AUuPA: isoforma truncada del plasmindgeno tipo urocinasa.
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alcanzaron los niveles basales presentes en los ani-
males sanos no tratados.

Conclusiones

Basados en estos resultados observados, se
sugiere que la transgénesis usando huPA o AhuPA se
puede emplear como tratamiento antifibrotico sin
temor a inducir un trastorno de coagulacion severo,
incluso si se administra en animales cirréticos.
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