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ABREVIACIONS

ABP: Arginine-grafted bioreducible polymer

ADP: Adenovirus Death Protein

AVP: Proteasa adenoviral

BHE: Barrera hematoencefalica

BIiTEs: Bispecific T-cell Engagers

CAFs: Fibroblasts associats al cancer

CAR: Coxsackie and Adenovirus Receptor

CAR-T: Chimeric Antigen Receptor T cells

CD40L: Lligand de CD40

DAMP: Patrons moleculars associats a dany

DBP: Proteina d’'unio a ADN de cadena senzilla

EGFR: Receptor del factor de creixement epidérmic

FX: Factor X

GM-CSF: Factor estimulant de colonies de granulocits i macrofags
hAd5: HAdVC de serotipus 5

HSV-I: Virus de I'herpes simple tipus |

HSV-TK: Sistema timidina quinasa del virus de I'herpes simple
hTERT: Transcriptasa inversa de la telomerasa humana
HVR: Regions hipervariables

ICI: Inhibidors de punts de control immunitari

IEN: Interferons

IL: Interleucina

ITRs: Repeticions terminals invertides

MEC: Matriu extracel-lular

MEGF: Factor de creixement epidérmic muri
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MLP: Major late promoter

MLTU: Major late transcription unit

MP: Microparticules

MPEG-NH2: Metoxipolietilenglicol amino

MSC: Cél-lules mare mesenquimals

NOTCH1: Neurogenic locus notch homolog protein 1
ORF: Seguencia oberta de lectura

PAMP: Patrons moleculars associats a patogens
PBMCs: Peripheral Blood Mononuclear Cells

PDAC: Adenocarcinoma ductal pancreatic

PE: Fosfatidiletanolamina

PEG: Polietile glicol

pHPMA: Poli-(2-hidroxipropil) metacrilamida

pTP: Proteina pre-terminal

RSV: Virus sincitic respiratori

scFv: Single-chain variable fragment

shRNA: Short hairpin d’ARN

sTGFBRIIFc: Proteina de fusié del receptor Il soluble del TGF
TAA o TSA: Antigens associats o especifics de tumors
TCR: T-cell receptor

TGF-B: Factor de creixement transformador beta
TNF-a: Factor de necrosi tumoral alfa

TP: Proteina terminal

T-VEC: Talimogene laherparepvec

VEGF: Factor de creixement endotelial vascular
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RESUM

La viroterapia oncolitica ha mostrat un gran potencial per millorar el tractament
del cancer, especialment en tumors dificils de tractar i resistents a les terapies
convencionals, com el cancer de pancrees. Entre els diferents virus oncolitics
avaluats, I'adenovirus és el més estudiat degut al seu elevat perfil de seguretat,
I'ampli coneixement genétic i la facilitat de modificacid. Tot i aixi, existeixen certes
limitacions que impedeixen la plena eficacia del tractament, entre elles la falta de
selectivitat per les cel-lules tumorals o la neutralitzacio dels adenovirus per part
del sistema immunologic. Es per aix0 que es necessita dissenyar diferents
estratégies per tal de sobrepassar les limitacions actuals. L’'objectiu d’aquest
treball consisteix en presentar i revisar els mecanismes que s’han dissenyat els
ultims anys, per millorar I'eficacia i especificitat i, aixi, optimitzar la viroterapia
oncolitica amb adenovirus. Els articles revisats demostren la versatilitat i el
potencial dels adenovirus oncolitics, especialment en els casos més letals i
resistents a les terapies convencionals, aixi com també reflecteixen la gran

diversitat d’enfocaments que s’estan explorant avui dia.

ABSTRACT

Oncolytic virotherapy has shown great potential to improve cancer treatment,
especially in tumours that are difficult to treat and resistant to conventional
therapies, such as pancreatic cancer. Among different oncolytic viruses
evaluated, adenovirus is the most studied due to its high safety profile, extensive
genetic knowledge and ease of modification. However, there are certain
limitations that prevent the full effectiveness of the treatment, including the lack
of selectivity for tumour cells or the neutralisation of adenoviruses by the immune
system. This is why it is necessary to design different strategies to overcome
current limitations. The aim of this work is to present and review the mechanisms
that have been designed in recent years to improve the efficacy and specificity,
and thus optimise oncolytic virotherapy with adenovirus. Reviewed articles
demonstrate the versatility and potential of oncolytic adenoviruses, especially in
the most lethal cases resistant to conventional therapies, as well as they reflect
the great diversity of approaches that are being explored nowadays.
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PARAULES CLAU

“Oncolytic adenovirus”, “oncolytic virotherapy”, “adenovirus”, “neoplasms”,

tL 11 L1 ” o«

“cancer”, “gene therapy”, “tumour targeting”, “viral vector therapy”.

|. INTRODUCCIO

La viroterapia oncolitica €s una terapia que utilitza virus replicatius per a eliminar
selectivament les cél-lules tumorals. Aquests virus, gracies a la seva
oncoselectivitat, sén capacos d’infectar i replicar-se en les cel-lules canceroses,
causant la seva lisi sense danyar les cél-lules sanes (Kelly & Russell, 2007,
Figura 1). Durant la lisi cel-lular, s’alliberen molécules com patrons moleculars
associats a patogens (PAMP), patrons moleculars associats a dany (DAMP) i
antigens associats o especifics de tumors (TAA o TSA), a més d’augmentar la
produccié de citocines i quimiocines com els interferons (IFN) de tipus I, activant
aixi el sistema immunitari i provocant una resposta antitumoral. D’aquesta
manera, el virus juga un paper dual, eliminant de forma activa les cél-lules
canceroses i, d’'altra banda, activant el sistema immunitari a través de I'alliberacio

de molécules després de la lisi (Lin et al., 2023).

Aquesta lisi cel-lular indueix una mort cel-lular immunogénica, en la qual les
cel-lules alliberen molécules que activen les cél-lules dendritiques per a iniciar
una resposta immune (Galluzzi et al., 2023), permetent també atacar focus
metastatics inaccessibles pel virus. Per tant, els virus poden convertir tumors
“freds” en “calents”, augmentant la infiliracié de ceél-lules T efectores (Kelly &
Russell, 2007; Lin et al., 2023).

Alguns virus, com el reovirus, tenen oncoselectivitat natural (Kelly & Russell,
2007) i es repliquen preferentment en cel-lules transformades, mostrant resultats
prometedors en assajos clinics per a varis tipus de cancer, inclos
I'adenocarcinoma ductal pancreatic (PDAC) (Mahalingam et al., 2018; Villalona-
Calero et al., 2016). Altres virus, sense aquesta selectivitat natural, han de ser
modificats genéticament per a evitar la seva replicacio en cél-lules sanes i
millorar la seva seguretat i eficacia oncolitica. Aquestes modificacions solen

incloure transgens per a potenciar la resposta antitumoral, ja que I'efecte oncolitic
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per si sol no és suficient per a eliminar completament el tumor (Hamdan et al.,
2023).

Célula sana
No hay replicaciéon
virica y la infeccién
no progresa
Virus
oncolitico Activacién de la
Antigenos tumorales respuestainmune

¥
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FIGURA 1. ONCOSELECTIVITAT | MECANISMES D'ACCIO ANTITUMORAL DELS VIRUS ONCOLITICS (VIRUS
ONcoLiTIcos: UN NUEVO ALIADO EN LA LucHA CONTRA EL CANCER | SEBBM, N.D.).

Actualment, existeixen tres virus oncolitics aprovats comercialment. El primer,
H101, és un adenovirus huma serotipus 5 aprovat a Xina el 2005 per a tractar el
carcinoma nasofaringi en combinacié amb quimioterapia. Presenta una delecié
en el gen E1B-55 que li atorga oncoselectivitat (Liang, 2018). El segon,
Talimogene laherparepvec (T-VEC), basat en el virus de I'herpes simple tipus |
(HSV-I), va ser aprovat per la FDA el 2015 per al tractament intratumoral del
melanoma no ressecable (Andtbacka et al., 2016). T-VEC esta modificat per a
induir una forta resposta immune. El tercer, Teserpaturev, també basat en el
HSV-I, va ser aprovat al Jap6 el 2021 per a tractar gliomes malignes (Frampton,
2022).

Tot i els prometedors resultats d’aquests virus, encara seria necessaria
augmentar l'eficacia del tractament per a que pugui ser utilitzat com a
monoterapia. Per aixo, molts assajos clinics combinen aquests virus amb altres
tractaments (Shalhout et al., 2023), com inhibidors de punts de control immunitari
(ICI), i alguns virus estan sent modificats amb transgens immunomoduladors per
a millorar la seva efectivitat (Hamdan et al., 2023). Entre els diferents virus

oncolitics avaluats, 'adenovirus és el més estudiat degut al seu elevat perfil de
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seguretat, 'ampli coneixement genétic i la facilitat de modificacioé (Kaufman et al.,
2015; K. Li et al., 2022).

Els adenovirus son virus d’ADN bicatenari amb una capsida icosaédrica de 90-
100 nm de diametre, aillats per primer cop el 1953 (Rowe et al., 1953). S6n
comuns al medi ambient i generalment causen infeccions asimptomatiques en
adults immunocompetents, encara que en nens poden provocar simptomes
lleus, principalment respiratoris (Khanal et al., 2018). Existeixen set especies
d’adenovirus capaces d’infectar humans, totes del génere Mastadenovirus
(HAdVA-HAdVG), sent els serotipus 2 i 5 de I'espécie HAdVC, els més estudiats
i clinicament rellevants. El serotipus HAdVC-5 (hAd5) és el principal enfoc
d’estudi en el camp de la viroterapia (Dhingra et al., 2019).

|.2.1. Estructura

El viri6 de 'adenovirus mesura aproximadament 90 nm i presenta una estructura
icosaedrica composta per 14 proteines diferents. La capsida esta formada per
252 capsomers: 240 hexons i 12 pentons, amb hexons en les cares i pentons en
els vertexs. Els hexons son proteines trimeriques (proteina Il), mentre que els
pentons estan formats per una base pentameérica (proteina Ill) i una fibra
trimerica (proteina IV) que sobresurt de la base. A més, hi ha proteines de
cimentacio (Illa, VI, VIII i IX) que reforcen les interaccions entre capsomers. El
nucli viral, no icosaédric, esta protegit per aquesta capsida i conté 'ADN associat
a cinc proteines diferents (V, VII, mu, IVa2 i PT) i la proteasa adenoviral (AVP)
(Gallardo et al., 2021; Stewart, 2016).

L’hexo és la proteina més abundant, amb 720 monomers en total, i amb una
base hexagonal que encaixa perfectament amb altres capsomers. La part
superior de la proteina és trimérica, amb tres "torres" formades per bucles de
polipéptids, on es troben les regions hipervariables (HVR), regions molt poc
conservades entre les diferents especies d’adenovirus (Gallardo et al., 2021). La
flexibilitat i tolerancia de sequiéncia d’aquests bucles hipervariables els fa atils
com a llocs d’insercio per a la modificacié de la capsida de I'adenovirus (Wu et
al., 2005).
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FIGURA 2. ESTRUCTURA D’UN VIRIO ADENOVIRAL (RUSSELL, 2000).

|.2.2. Genoma adenoviral

El genoma adenoviral té una extensié d’entre 25 i 45 kb, sent el del hAd5 de 36
kb. En ambdds extrems del genoma, es troben repeticions terminals invertides
(ITRs) de 100 pb i una sequéncia d’empaquetament (g) junt a la ITR esquerra,
necessaria per a 'empaquetament del genoma a l'interior de la capsida. D’altra
banda, la proteina terminal (TP) es troba unida a ambdds extrems 5’ del genoma

a traves d’'una unio6 covalent (Davison et al., 2003).

El seu genoma, amb una elevada densitat de sequéencies codificants
superposades en ambdues cadenes, conté unitats transcripcionals
policistroniques; és a dir, que una Unica unitat transcripcional codifica per a més
d’'una proteina. Mitjancant mecanismes d’splicing alternatiu de I'ARN, els
adenovirus humans sén capacos de codificar unes 40 proteines en un genoma

relativament petit (Davison et al., 2003).

L’expressio dels gens del virus esta regulada temporalment per tal de
reprogramar la cel-lula de forma gradual, i aixi aprofitar al maxim la seva

maaquinaria i dirigir la produccio viral. Per aquest motiu, el genoma adenoviral
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esta organitzat en unitats transcripcionals expressades en diferents moments

temporals molt ben delimitats (Nemerow & Flint, 2019):

e Immediatament primerenca (Immediate early): E1A. S’expressa
immediatament després de I'entrada del genoma viral al nucli i inicia
'expressio de la resta d’unitats transcripcionals.

e Primerenques (Early): E1B, E2, E3 i E4.

¢ Intermedies (Intermediate o delayed early): codifiquen per a les proteines
IXilvaz.

e Tardanes (Late): un unic pre-ARNm controlat pel major late promoter
(MLP) que genera cinc families d’ARNm (L1-L5), codificants per a

proteines de la capsida viral, per mitja d’splicing alternatiu.

A més, el genoma inclou dos petits transcrits no codificants, VA ARN-I i VA ARN-

I, transcrits per a ’ARN polimerasa lll.

L3 L4 L5

. B P
[h—
L1 LI VI 100K
=k 'v
Pr 33K, Vil

E1A E1B v E
e ey ey VilpX _E3,
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FIGURA 3. GENOMA ADENOVIRAL | LES SEVES UNITATS TRANSCRIPCIONALS (WATANABE ET AL., 2021).

1.2.3. Cicle viral de I’adenovirus

Els adenovirus tenen un cicle viral litic. Després d’entrar a la cél-lula, el virus es
desensamblaiel seu ADN és transportat al nucli, on la proteina E1A inicia la fase
primerenca, prenent el control de la maquinaria cel-lular per a replicar 'ADN viral.
A continuacio, les proteines intermédies donen lloc a la fase tardana, produint
les proteines necessaries per ensamblar noves capsides virals i empaquetar el

genoma. Eventualment, les noves particules virals causen la lisi cel-lular, sent

12
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aixi alliberades per a infectar més cel-lules. Tot el cicle dura al voltant de 36 h
(Kallsten et al., 2017; Watanabe et al., 2021; Figura 4).
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FIGURA 4. ESQUEMA DEL CICLE DE REPLICACIO ADENOVIRAL (SCARSELLA ET AL., 2024).

Internalitzacio del virus

L’entrada de l'adenovirus a la ceél-lula s’inicia amb la uni6 al receptor CAR
(Coxsackie and Adenovirus Receptor) (Bergelson et al., 1997), el qual s’expressa
a baixes concentracions en alguns cancers (Y. Zhang & Bergelson, 2005), o la
unio a altres receptors com I'’heparan sulfat (Dechecchi et al., 2000). Aquesta ve
seguida d’'una segona interaccié de la proteina de la base del penté amb
integrines cel-lulars (Wickham et al., 1993). A continuacid, té lloc I'endocitosi del
virus mediada per clatrina i el desensamblatge progressiu de la capsida viral dins
de 'endosoma (Meier & Greber, 2004; Wolfrum & Greber, 2013). La proteina VI
del virus facilita I'alliberacié de 'ADN viral al citoplasma (Wiethoff et al., 2005),
gue és transportat al nucli a través de microtubuls, utilitzant el complex dineina-
dinactina (Leopold et al., 2000). D’altra banda, la proteina VII associada a ’ADN
viral permet que aquest pugui ser importat a través del complex del porus nuclear
sense activar mecanismes de resposta al dany en 'ADN (Greber et al., 1997;
Karen & Hearing, 2011).
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Expressio de les proteines primerenques

Al nucli, TADN viral es descompacta i es transcriuen els gens d’expressio
primerenca. Les seves funcions principals son: induir I'entrada de la cél-lula en
fase S, suprimir la resposta immunitaria antiviral i facilitar la replicacio de 'ADN

viral.

E1A és la primera proteina a ser expressada degut que Unicament necessita
elements de la propia cel-lula per expressar-se i regula la transcripcié dels gens
virals primerencs (Berk, 2005). E1A pot unir-se a pRb, alliberant aixi el factor de
transcripcié E2F del complex amb pRb, el qual estava reprimint la seva funcio.
Al seu torn, E2F pot activar la transcripcié d’altres gens virals primerencs que
presentin caixes de resposta a E2F en els seus promotors. D’altra banda,
l'alliberacié d’E2F fa que la ceél-lula avanci a fase S promovent la proliferacié
cel-lular (DeCaprio, 2009).

Les proteines E1B inhibeixen I'apoptosi, assegurant un entorn favorable per a la
replicacio viral gracies a la inhibici6 de proteines com la p53 (Savelyeva &
Dobbelstein, 2011). La unitat transcripcional E2 codifica per a proteines que
faciliten la replicacio de I’ADN viral: la polimerasa d’ADN, la proteina pre-terminal
(pTP) i la proteina d’'unié a ADN de cadena senzilla (DBP) (Hoeben & Uil, 2013).
D’altra banda, E3 modula la resposta immune i 'apoptosi a través de diferents
mecanismes, com ara bloquejant la presentacio d’antigens o induint la

degradacio de receptors pro-apoptotics (Lichtenstein et al., 2004).

Expressio de les proteines tardanes

A mesura que progressa el cicle viral, té lloc un canvi de la transcripcio dels gens
primerencs als tardans, i MLP, que des de les fases inicials de la infeccio
presenta un nivell transcripcional basal, passa a estar completament activat. La
transcripcid de gens d’expressié tardana és activada per la replicacié de 'ADN
viral i la presencia de la proteina Va2, que juntament amb la proteina L4-22K
son les encarregades d’activar MLP. L’expressio del MLP dona lloc a una unica
unitat de transcripcié d’ARNm, MLTU (major late transcription unit), que produeix
cinc grups dARNm madurs (L1, L2, L3, L4 i L5) per mitja d’splicing alternatiu.
Aquests codifiqguen principalment proteines estructurals de la capsida viral
(Akusjarvi, 2008). La proteina L4-100K és la primera proteina viral tardana
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sintetitzada, la qual millora la traduccié d’ARNm tardans i suprimeix la sintesi de

proteines cel-lulars (Xi et al., 2005).

Ensamblatge, empaquetament i alliberacié dels nous virions

L’ensamblatge de noves capsides virals té lloc al nucli, on les proteines
estructurals sintetitzades en el citoplasma s'importen per a formar virions
(Wodrich et al., 2003). Proteines virals com la IVa2 i la L4-22K faciliten
'empaquetament del genoma viral en capsides immadures interactuant amb la
sequéncia d’empaquetament (Yang & Maluf, 2012). A continuacio, la proteasa
viral processa les proteines precursores per a formar els virions madurs i infectius
(Ahi & Mittal, 2016).

Finalment, la proteina E3-11.6K ADP (Adenovirus Death Protein), codificada en
la regié E3, promou la lisi cel-lular, alliberant els nous virions (Tollefson et al.,
1996). L’eficiencia de produccié viral permet que una cél-lula infectada pugui
produir entre 10.000 i un mili6 de copies d’ADN viral en aproximadament 40
hores (Hoeben & Uil, 2013).

Els adenovirus han demostrat ser excel-lents candidats com a virus oncolitics
per a la seva aplicacio clinica degut al seu alt perfil de seguretat, la capacitat de
transduir cel-lules en divisio i quiescents, 'ampli coneixement del seu genoma,
el baix nivell d’integracié genomica, la facilitat de producci6 a gran escala i de
poder editar-los geneticament. A més, son altament immunogenics, ja que la lisi
cel-lular mediada per adenovirus allibera molecules com DAMPs, PAMPSs i
antigens tumorals, que activen les cel-lules dendritiques en el microambient

tumoral, iniciant aixi una resposta immune antitumoral (Farrera-Sal et al., 2021).

|.3.1. Obtencio de 'oncoselectivitat

Els adenovirus no son capacos de distingir entre cél-lules sanes i tumorals de
forma natural; és a dir, no posseeixen oncoselectivitat. Per tal d’adquirir aquesta
caracteristica, han de ser modificats genéeticament. S’han desenvolupat diverses
estrategies per evitar que els adenovirus oncolitics ataquin les cel-lules sanes,
com ara la modificacié del seu tropisme (detargeting i retargeting), el control de
I'expressio de gens virals i la supressio de funcions de proteines virals (Alemany,
2016; Mantwill et al., 2021).
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Modificacié del tropisme adenoviral — detargeting/retargeting

La modificacié del tropisme adenoviral es basa en alterar les proteines de la
capsida viral per evitar interaccions amb receptors naturals (detargeting) i/o
redirigir-les de forma activa cap a cel-lules tumorals (retargeting) (Barry et al.,
2020). Entre aquestes estrategies, estudiades durant decades, s’inclou I'ablacié
del domini d’'uni6 de la fibra amb el receptor CAR (Alemany & Curiel, 2001), la
substitucio de la fibra amb la d’altres serotipus (Kanerva et al., 2002) i la insercio
de péptids (Kaliberov et al., 2016), anticossos (Van Erp et al., 2015) o molécules
adaptadores en les proteines de la capsida. Una destacada modificacio és
I'addici6 del motiu RGD, d’'unié a integrines, que permet I'entrada a la cel-lula de
forma independent de CAR a través d’integrines, frequentment
sobreexpressades en tumors. Aquesta addici6 millora la transduccié i
biodisponibilitat del virus en tumors (Kanerva et al., 2002; J. J. Rojas et al., 2012).
Tot i aixi, aguestes estrategies no son suficients per a evitar la transduccié de
cel-lules sanes, amb la qual cosa han de combinar-se amb altres sistemes per

aconseguir I'oncoselectivitat.

Control de ’expressio dels gens virals

En adenovirus oncolitics, es pot aconseguir I'oncoselectivitat Gnicament
modificant el patré d’expressié de la unitat transcripcional E1A, ja que controla
I'expressié de tot el genoma viral. Substituir el promotor d’E1A per un d’especific
de tumor és una estratégia comu (Peter & Kiihnel, 2020). Exemples de promotors
utilitzats son el del gen DF3/MUC1 (Kurihara et al., 2000), el del factor E2F-1
(Hemminki et al., 2015), el de la telomerasa (hTERT) (Irving et al., 2004), i el del
gen UuPAR (Huch et al., 2009). També s'utilitzen promotors hibrids que
reaccionen a condicions d’hipoxia en tumors (Y. Li et al., 2018). A més,
I'expressio del promotor pot augmentar-se amb sequéncies de resposta a vies
de senyalitzacio com Notch (Mato-Berciano et al., 2017), o amb seqgliencies de
reconeixement de factors de transcripcio com E2F, que actuen diferentment en

cel-lules sanes i tumorals (J. J. Rojas et al., 2010).

Supressioé de funcions de les proteines virals

Aquesta modificacié implica I'eliminacié parcial o total de proteines virals per a
interferir en la seva replicacié i control cel-lular. Els adenovirus necessiten induir

la fase S en la cél-lula hoste, inhibint les proteines pRb i p53, procés redundant
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en molts tumors. A I'eliminar els mecanismes d’inhibicié d’aquestes proteines en

el virus, només és possible la replicacié del virus en céel-lules tumorals.

La regio CR2 d’E1A, que interactua amb pRb, pot ser modificada (E1A- A 24) per
tal d'impedir aquesta interacci6 i la consequent alliberacio d’E2F (J. J. Rojas et
al., 2009). Tot i aixi, aquesta modificacié no és completament selectiva ja que

altres regions i proteines virals també activen el cicle cel-lular.

La proteina E1B-55K degrada p53 per a prevenir I'apoptosi induida per E1A.
L’adenovirus ONYX-015 conté una mutacio a E1B-55K que impedeix la unié amb
p53, i inicialment es va creure que conferia oncoselectivitat (Bischoff et al., 1996).
Més tard, va descobrir-se que aguesta selectivitat era deguda a una exportacio
diferencial dels ARNm virals entre cel-lules sanes i tumorals (O’Shea et al.,
2004).

|.3.2. Limitacions de la viroterapia oncolitica amb adenovirus

Tot i que I'is d’adenovirus en viroterapia oncolitica ha demostrat ser molt

prometedor, encara existeixen varies limitacions que han de ser superades.

Abséncia de models preclinics immunocompetents permissius a la replicacié

adenoviral

Un aspecte crucial per a avaluar una nova terapia és comptar amb models
animals adequats (McKenna et al., 2020). La majoria dels estudis sobre 'eficacia
dels adenovirus oncolitics utilitzen ratolins immunodeficients (NSG o nude), que
permeten la implantacié de tumors humans. Tot i aixi, aguests models només
ofereixen una avaluacio parcial de I'eficacia antitumoral, ja que no permeten
observar adequadament els efectes de la resposta immunitaria. La falta d’estudis
en ratolins immunocompetents es deu a que les cel-lules murines so6n poc

permissives a la infeccido amb I'adenovirus 5 huma (Bertzbach et al., 2021).

Una alternativa és l'is de models de ratolins humanitzats, on ratolins
immunodeficients son injectats amb PBMCs (Peripheral Blood Mononuclear
Cells) o cel-lules mare hematopoétigues per a reconstituir un sistema
immunologic huma (Carrillo et al.,, 2018). Aquests models sén complexes,
requereixen més temps i, en algunes estrategies, les cel-lules es mantenen
durant poc temps en I'animal. Un altre model utilitzat €s el hamster siri, que es

semi-permissiu a la replicacié adenoviral i ha demostrat I'eficacia antitumoral
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d’alguns adenovirus oncolitics (Wold & Toth, 2012). No obstant, el seu Us esta
limitat per la disponibilitat de reactius per a estudiar parametres immunologics i

el reduit nombre de linies cel-lulars disponibles (McKenna et al., 2020).

Trobar un model muri permissiu a la replicacié adenoviral seria de gran interes,
ja que permetria estudiar tant I'efecte oncolitic del virus en el tumor com I'efecte

antiviral i antitumoral del sistema immunitari de I'hoste.

Limitacions en [P’administracio sistémica de les terapies basades en

adenovirus

La via d’administracio d’'una terapia és un altre factor important a tenir en compte.
Molts assajos clinics utilitzen la via intratumoral, que encara que garanteix
I'arribada del virus al tumor, no resulta efica¢ per a tractar metastasis avancades
(Farrera-Sal et al., 2021). L’elevada pressi6 intersticial pot dificultar la dispersié
del virus i facilitar I'aparici6 de metastasis. L’administracio sistemica, tot i que
sembla ser prometedora, presenta limitacions com la necessitat d’'una major
quantitat de preparacio viral, la interaccié amb proteines circulants, el seu segrest
pel sistema reticuloendotelial i macrofags esplenics, i la limitada permeabilitat

dels vasos tumorals.

Al torrent sanguini, l'adenovirus interactua amb factors de coagulacio,
principalment el factor X (FX), que facilita la transduccié hepatica (Parker et al.,
2006). El virus s’internalitza al fetge a través de receptors scavenger i cél-lules
de Kupffer (Xu et al., 2008). De fet, en ratolins, el 98% del virus administrat és
segrestat pel fetge (Alemany et al., 2000). L’adenovirus també interactua amb
plaguetes i eritrocits, tot i que en humans aquesta unié és reversible i no redueix

la transduccio6 als teixits (L. A. Rojas et al., 2016).

Un altre repte important a sobrepassar és la immunitat preexistent contra
'adenovirus degut a exposicions previes, amb alts percentatges d’anticossos
neutralitzants, especialment contra 'hAd5 (Allen & Byrnes, 2019). Aixo limita

'administracio repetida necessaria per a un efecte terapéeutic.

Diverses estrategies busquen protegir i emmascarar els adenovirus oncolitics en

circulacié per tal d'incrementar la seva eficacia i el titol viral que arriba al tumor.
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2. OBJECTIU

Presentar i revisar les diferents estratégies que s’han dissenyat en els ultims

anys, per millorar I'eficacia i optimitzar la viroterapia oncolitica amb adenovirus.

3. MATERIALS | METODES

Es va realitzar una cerca sistematica tant de literatura original com de revisio per
a publicacions en anglés d’entre els anys 2014 i 2024. La cerca es va dur a terme
en la base de dades del PubMed sobre noves téecniques o estratégies per
sobrepassar els reptes i limitacions actuals en I'is d’adenovirus oncolitics pel
tractament del cancer. Es van utilitzar les segients paraules clau: “oncolytic

adenovirus”, “oncolytic virotherapy”, “adenovirus”, “neoplasms”, “cancer”, “gene

tE 1 M

therapy”, “tumour targeting”, “viral vector therapy”.

Els criteris d’inclusié de la cerca bibliografica van ser que el tema principal dels
articles fos I'us d’adenovirus salvatges o modificats utilitzats pel tractament del
cancer, que les técniques utilitzades fossin innovadores i permetessin
sobrepassar limitacions trobades fins ara en assajos amb adenovirus oncolitics,
i que aquestes noves estratégies siguin capaces d’'incrementar el potencial
oncolitic o bé eludir el sistema immunologic abans que el virus arribi al tumor.
Com a criteri d’exclusié es va tindre en compte la data de publicaci6 de la
literatura, de manera que aquells articles publicats abans del 2014 van ser
descartats. Excepcionalment, estudis anteriors al 2014, presentats en les
revisions consultades i que han suposat avencgos i millores en el camp de la
viroterapia oncolitica amb adenovirus, també han estat inclosos a posteriori en

aguest treball.



REPTES | NOVES ESTRATEGIES EN L’'US D’ADENOVIRUS ONCOLITICS COM A TERAPIA
CONTRA EL CANCER | Marina Boj Morillo

4. ESTUDIS OBTINGUTS EN LA CERCA

Utilitzant les paraules clau mencionades anteriorment, es van trobar 548 articles
en la base de dades del PubMed, dels quals se’n van eliminar 316 per ser
anteriors a 'any 2014 i 62 perqué no estaven disponibles de forma gratuita.
Aquest treball compta amb un total de 167 estudis consultats, 136 dels quals sén
estudis preclinics, 3 assajos clinics, 27 revisions i 1 revisio sistematica. Es tracten
d’articles publicats originalment en anglés (excepte 2), realitzats en diverses
parts del moén i que utilitzaven diferents estrategies per optimitzar i sobrepassar
les limitacions que comporta I'is d’adenovirus oncolitics. La Figura 5 mostra el
diagrama de flux dels articles resultants de la cerca que s’han consultat per a la

realitzaci6 del treball.

Cerca en bases de dades

Rebutjats
Anteriors al 2014: 319

Articles publicats en els Rebutjats
altims 10 anys

Articles no disponibles gratuitament: 62

n=229

Articles consultats en Estudis preclinics: 136

aquesta revisio . , .
q Assajos clinics: 3

n=167 Revisions: 27

Revisi6 sistematica: |

FIGURA 5. DIAGRAMA DE FLUX DE LA CERCA.

5. RESULTATS | DISCUSSIO

La implementacié de modificacions genéetiques, combinacions terapéutiques,
vectors de lliurament millorats, estratégies per superar les barreres tumorals,
millora de la selectivitat per cel-lules tumorals i optimitzacié de la resposta
immune son aspectes claus per augmentar I'éxit de la viroterapia oncolitica amb

adenovirus. Aquestes estratégies han demostrat un potencial significatiu per
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millorar I'eficacia dels adenovirus oncolitics en el tractament de diversos tipus de
cancer, com el cancer de pancrees, un dels cancers més letals i resistents a les
terapies convencionals, oferint noves vies per a una terapia més efectiva i

especifica.

Un dels avantatges de la viroterapia oncolitica és la capacitat de modificar
genéticament els virus per millorar la seva funcié antitumoral. S'han realitzat
alteracions que augmenten l'alliberament de nova progénie viral, o la insercio de

transgens que proporcionen beneficis per a I'eliminacio total del tumor.

5.1.1. Modificacions que augmenten l'alliberacié de nova progenie viral

Entre les modificacions que han demostrat ser capaces d'augmentar i accelerar
I'alliberament de noves particules virals es troben: mutacions en la proteina V
(Freudenberger et al.,, 2018), que afavoreixen la replicaci6 de I'ADN viral,
mutacions en l'i-leader (Puig-Saus et al., 2012; Van Den Hengel et al., 2011) o la
sobreexpressio d'ADP (Gros, 2013).

Freudenberger et al. (2018) han demostrat com la proteina V del nucli de
I'adenovirus huma és una diana de la maquinaria de SUMOilacié de I'hoste, que
pot limitar les funcions virals essencials. Els autors van descobrir que la
SUMOilacié de la proteina V afecta negativament la replicacio de I'ADN viral i la
formacié de nous virus. Mitjancant experiments de mutacio i analisi funcional,
van mostrar que mutacions en la proteina V que eviten la SUMOilacié augmenten
I'eficiéncia de la replicacié viral i l'alliberament de noves particules viriques,
suggerint que la maquinaria de SUMOilaci6é de I'hoste actua com una barrera
antiviral natural. Aquest estudi pot donar lloc a noves estratégies terapeutiques

basades en la modulacié de la SUMOilacié.

Els estudis de Van Den Hengel et al. (2011) i Puig-Saus et al. (2012) mostren
que la truncacio de la sequéncia oberta de lectura (ORF) del i-leader en 'hAd5
augmenta significativament l'alliberament de noves particules virals en cél-lules
de glioma en el primer estudi i, permet evitar els fibroblasts associats al cancer
(CAFs) i les barreres estromals del tumor en el segon, facilitant la propagacio6 del
virus dins del tumor. Aquests articles ressalten la importancia d'adaptar els

vectors virals per tal de superar les defenses del microambient tumoral.

21



REPTES | NOVES ESTRATEGIES EN L’'US D’ADENOVIRUS ONCOLITICS COM A TERAPIA
CONTRA EL CANCER | Marina Boj Morillo

L'article de Gros i Guedan (2013) discuteix la importancia de I'alliberament dels
adenovirus de les cel-lules infectades com un factor clau per a l'oncolisi
adenoviral. La sobreexpressio d’ADP, també coneguda com a proteina E3-
11.6K, ha demostrat augmentar significativament la lisi de les cél-lules tumorals
i accelerar l'alliberament de particules virals. Aixo és especialment important en
la viroterapia oncolitica, ja que una rapida i eficient disseminacié del virus pot

destruir de manera més efectiva les cel-lules tumorals.

5.1.2. Insercio de transgens per a augmentar el potencial oncolitic

Una de les estrategies meés utilitzades per augmentar I'activitat oncolitica dels
adenovirus és la insercid de transgens, estrategia coneguda com a "armament”
dels adenovirus. Aquests transgens poden ser de tipus virocéntric, que generen
proteines citotoxiques que ajuden a eliminar les ceél-lules infectades o a millorar
la propagacio del virus dins del tumor, o de tipus immunoceéntric, que produeixen
proteines que modulen el sistema immunitari (Nattress & Halldén, 2018).
Diverses proteines han estat utilitzades per potenciar l'accié citotoxica dels
adenovirus, com ara sistemes prodroga-enzim, toxines, inductors d'apoptosi o

proteines fusogeniques.

El sistema prodroga-enzim es basa en transgens que codifiquen enzims capac¢os
de convertir una prodroga en un metabalit citotoxic. Aquest sistema permet una
expressio selectiva del transgen a les cel-lules tumorals, la qual cosa facilita la
conversié controlada de la prodroga i I'expansié de I'efecte citotoxic a les cel-lules
veines (Zhang et al., 2015). Un dels exemples més destacats i efectius d'aquesta
estrategia €s el sistema timidina quinasa del virus de I'nerpes simple (HSV-TK).
Aquest sistema consisteix en la insercié del gen HSV-TK en l'adenovirus, de
manera que quan el pacient rep la prodroga ganciclovir, aquesta és convertida
en un agent toxic per la timidina quinasa només en les cél-lules infectades pel
virus; és a dir, les cél-lules tumorals, provocant la seva mort. A més, el ganciclovir
presenta un efecte colateral sobre les cél-lules adjacents, ampliant aixi el seu

efecte terapéutic (Yoon et al., 2023; Zhang et al., 2019).

Recentment, amb 'aprovacié del T-VEC, I'Gs de transgens ha evolucionat cap a
la potenciaci6 de la resposta immune provocada per la lisi viral en lloc de només
maximitzar la lisi cel-lular. Aixi, molts adenovirus s’han modificat per expressar

transgens que codifiquen per proteines immunomoduladores, que estimulen el
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sistema immunologic, com el factor estimulant de colonies de granulocits i
macrofags (GM-CSF) (Oh et al., 2017; Ranki et al., 2016), el lligand de CD40
(CD40L) (Zafar et al., 2018), la interleucina 12 (IL-12) (Poutou et al., 2015) o I'lFN
(Shinoda et al., 2023).

Un exemple és el GM-CSF, una citocina que promou la produccié i l'activacié de
cel-lules dendritiques, millorant aixi la presentaciéo d’antigens. L'expressié de
GM-CSF pels adenovirus oncolitics va resultar en una resposta immune més
forta i localitzada contra el tumor, fet que va conduir a una major infiltracié de
cel-lules immunitaries al tumor i, consequentment, a una destruccidé més eficient
de les cel-lules canceroses (Oh et al.,, 2017; Ranki et al.,, 2016). D’aquesta
manera es pot incrementar l'eficacia del tractament, no només destruint les
cel-lules infectades pel virus sin6 també estimulant una resposta immune més
amplia contra el tumor (Yoon et al., 2023). Aquest enfoc va resultar ser
especialment efectiu en models preclinics de cancer de pancrees, mostrant una

reduccio significativa del creixement tumoral (Zhang et al., 2022).

També en models animals de sarcoma, l'adenovirus que expressava GM-CSF
va induir una forta resposta immune localitzada, que va ser capa¢ de superar
alguns dels mecanismes d'evasié immunitaria del tumor. Aixo va resultar en una
reduccio significativa del volum tumoral, suggerint que aquesta estrategia podria
ser una eina potent per millorar l'eficacia dels tractaments oncolitics en pacients

humans (Bramante et al., 2014).

Una altra opcio és "armar" els virus amb BIiTEs (Bispecific T-cell Engagers) per
tal de reclutar cel-lules T i atacar les cél-lules canceroses. Els BITES son
fragments variables monocatenaris d'anticossos disposats en tandem (scFv)
dissenyats per unir-se simultaniament a la subunitat T-cell receptor (TCR)-CD3¢
de les cel-lules T i a un antigen de superficie associat a tumors (TAA). Aquesta
interacci6 condueix a la formaci6 de sinapsis immunologiques |,
consequentment, I'activacio de les cél-lules T, tant CD4 com CD8, per atacar les
cel-lules tumorals (Basnet et al., 2022; De Sostoa et al., 2019; Freedman et al.,
2017).

La clau per a I'éxit de la terapia depen del moment i la quantitat d'expressio del
transgen. Factors com la mida del transgen, el promotor que controla la seva

expressio i I'element que permet la traduccio (com un IRES o un peéptid linker
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d’auto-escissio 2A) son crucials (Farrera-Sal et al., 2020). A més, per maximitzar
I'expressio del transgen, la seva sequencia pot ser optimitzada per ajustar-se als
codons humans. No obstant aix0, recentment s'ha observat que una optimitzacio
excessiva del transgen pot ser perjudicial per al fitness viral quan el transgen
esta sota el control del MLP (el promotor més fort del virus), provocant
competéncia amb les proteines virals tardanes. Per tant, els transgens menys
optimitzats podrien ser millor tolerats en aquestes condicions (NUfiez-Manchén
et al., 2021).

5.2.1. Eliminacidé de gens virals essencials

Una estrategia clau per augmentar I'oncoselectivitat consisteix en eliminar gens
virals essencials per a la replicacio en ceél-lules sanes perdo no en cél-lules
tumorals, com ara els gens E1A i E1B. L'eliminacié d'aquests gens permet que
la replicaci6 viral sigui exclusiva en cel-lules canceroses, ja que les vies de
replicacio alterades en aquestes cel-lules compensen l'abséncia dels gens
eliminats. Per exemple, els adenovirus amb delecions en el gen E1B-55kDa
poden replicar-se només en ceél-lules en que la via de p53 és defectuosa, una
caracteristica comuna en molts tumors, com ara el cancer de pancrees (Lee et
al., 2020; Nattress & Halldén, 2018). D’aquesta manera, s’augmenta la seguretat
i 'eficacia de la terapia a 'evitar la replicacio no desitjada del virus en teixits sans,

reduint aixi els efectes secundaris (Yoon et al., 2023).

5.2.2. Us de promotors especifics de tumor

L'as de promotors especifics de cancer assegura que els transgens s'expressin
exclusivament en les cel-lules tumorals, evitant danys a les cel-lules sanes. Aixo
permet una terapia més dirigida i segura (Mantwill et al., 2021; Nattress &
Halldén, 2018). Alguns exemples de promotors especifics de cancer son
DF3/MUCL1 i el de la transcriptasa inversa de la telomerasa humana (hTERT).
Doloff i Waxman (2011) van dissenyar un adenovirus oncolitic per atacar tumors
heterogenis utilitzant aquests dos promotors especifics de cancer. hnTERT és un
promotor actiu en moltes cél-lules canceroses degut que regula lI'expressié de la
telomerasa, un enzim associat a la immortalitat de les cél-lules tumorals. Aquest

permet allargar els telomers de les cel-lules, consequentment augmentant la
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seva vida util. D’aquesta manera s’aconsegueix dirigir el virus cap a una amplia
varietat de tumors. D’altra banda, el promotor DF3/MUC1 és especific per
cancers que expressen la glicoproteina MUC1, com els de mama i ovaris,
permetent un correcte direccionament dels virus cap a aquests tipus de cancers.
L'Us combinat d'aquests promotors va resultar en un augment de la selectivitat i

eficacia del virus, minimitzant I'afectacio a teixits sans.

Per desenvolupar les diverses estrategies utilitzades per embolcallar i transportar
els virus amb l'objectiu d'eludir el sistema immunologic abans que el virus arribi
al tumor, diferents investigacions han conjugat complexos a la superficie dels
adenovirus, com anticossos, factors de creixement o petits péptids. Aixi, s'han
generat diferents estrategies per evitar la neutralitzacio dels virus oncolitics per
part del sistema immunologic. Aquestes estrategies consisteixen en la formacié
d’'un escut o blindatge que permeti embolcallar el virus i ocultar-lo del sistema

immunologic.

5.3.1. Recobriment amb polimers cationics

Els adenovirus, que tenen una superficie carregada negativament, es poden
recobrir amb polimers cationics, com el polietilé glicol (PEG) (Kwon et al., 2013),
I'arginine-grafted bioreducible polymer (ABP) (Kim et al., 2010) o el
polietilenimina (Choi et al., 2015), per protegir-los de la neutralitzacio del sistema
immunitari i millorar la seva penetracié al tumor. Aquests polimers creen una
capa protectora al voltant del virus, evitant la seva deteccié pel sistema
immunologic i millorant la seva estabilitat a la circulacié sanguinia. D’aquesta
manera, s’impedeix que els anticossos presents a la sang s’uneixin al virus i es
promou l'arribada al tumor amb una major concentracio i eficacia. A més, les
carregues positives dels polimers milloren la interaccio dels adenovirus amb les
membranes cel-lulars, augmentant aixi la internalitzacié del virus. Tot i aixo,
aquest mecanisme redueix la citotoxicitat dels virus i presenta problemes de
selectivitat, ja que les carregues positives poden unir-se tant a cél-lules tumorals
com a cel-lules sanes, cosa que limita I'eficacia general d’aquestes terapies

(Guerrero-Fonseca et al., 2019).

25



REPTES | NOVES ESTRATEGIES EN L’'US D’ADENOVIRUS ONCOLITICS COM A TERAPIA
CONTRA EL CANCER | Marina Boj Morillo

Un exemple d’aquest tipus de recobriment és la unié d’un anticos monoclonal,
'Herceptin, que s'usa per tractar el cancer de mama, a la superficie dels
adenovirus mitjancant molécules PEG. Tot i aixi, aquesta estratégia no va ser
molt eficient, ja que HER2/neu, el receptor al qual s'uneix especificament
I'Herceptin, nomeés esta sobreexpressat en el 20-30% dels casos de cancer de
mama (Kim et al., 2011).

També s’han desenvolupat estudis que utilitzen polimers per millorar la precisié
dels adenovirus. Morrison et al. (2008) van utilitzar el polimer poli-(2-
hidroxipropil) metacrilamida (pHPMA) unit al virus, juntament amb un lligand, el
factor de creixement mEGF (factor de creixement epidermic muri), per a redirigir
el virus a cel-lules tumorals que sobreexpressen 'EGFR, receptor de mEGF.
Encara que van millorar alguns efectes secundaris com les adhesions
peritoneals i I'obstruccio intestinal, no es van observar diferéncies significatives

en I'efecte antitumoral respecte 'hAd5 sense recobrir.

Un altre estudi realitzat per Kim et al. (2013) va utilitzar el polimer
metoxipolietilenglicol amino (MPEG-NH2) unit a I'adenovirus. En ratolins, tant
amb fibrosarcoma huma com adenocarcinoma de pulmé, es va observar una
reduccio de I'atrapament del virus al fetge i una major localitzacié al tumor,
respecte a I'adenovirus no embolcallat. D’aquesta manera, el polimer permet
evadir al sistema immunologic i, en especial, evita que els anticossos serics

interfereixin amb I'adenovirus.

També s’han utilitzat aptamers, que sén acids nucleics de cadena senzilla amb
capacitat d’'unir anticossos, per evitar que aquests bloquegin la infecci6 viral,

conduint a una major infeccié (Muharemagic et al., 2014).

En un altre estudi, es va unir electrostaticament I'aminoacid L-carnosina a
I'adenovirus per induir I'apoptosi en tumors de pulmaé i colon, ja que es tracta d’'un
compost amb efecte antiproliferatiu. Aixd va reduir el creixement tumoral en

models de ratolins (Garofalo et al., 2016).

S’han arribat a dissenyar adenovirus recoberts amb polimers sensibles al pH,
amb l'objectiu d’orientar-se especificament a tumors en condicions d’'hipoxia i pH
acid, caracteristiques tipiques dels microambients tumorals. Aquests polimers

sensibles al pH augmenten significativament la carrega neta positiva a I'exposar-
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se al microambient tumoral hipoxic, permetent aixi la orientacioé passiva al teixit

tumoral (Guerrero-Fonseca et al., 2019).

Encara que aquestes estratégies poden millorar la localitzacié i efectivitat dels
virus en el tumor, moltes d’elles encara presenten problemes de selectivitat i
efectes secundaris en cel-lules sanes. A més, es necessiten més estudis sobre
la seguretat dels materials, ja que les nanoparticules utilitzades podrien causar

toxicitat o rebuig immunologic.

5.3.2. Us de microparticules

L’us de microparticules (MP) consisteix en una estratégia recent que es basa en
la capacitat de les cél-lules de generar vesicules de diferent mida al modificar el
seu citoesquelet davant de diversos estimuls. Les MP, amb mides entre 0,1 um
i 1 mm, encapsulen material citoplasmatic com enzims, RNA i DNA, i poden
transferir molécules bioactives d'una cel-lula a una altra. S’han utilitzat per
transportar adenovirus o farmacs quimioterapics a les cél-lules tumorals

(Guerrero-Fonseca et al., 2019).

Ran et al. (2016) van infectar cultius cel-lulars tumorals amb adenovirus per
generar MP carregades amb aquests virus, que després van poder infectar altres
cel-lules tumorals, evitant aixi el reconeixement del virus pels anticossos. Tot i
que es va aconseguir lliurar I'adenovirus a les cél-lules tumorals, els
investigadors no van aclarir el mecanisme pel qual els adenovirus carregats en
les MP infecten i maten les cél-lules canceroses, o si aquestes MP també podien
infectar cel-lules no tumorals. Tampoc es va analitzar la composicié de les MP i

el seu impacte en les cél-lules que infecten.

Aquesta estratégia, tot i ser prometedora, planteja dubtes sobre la seguretat i
I'efectivitat, especialment pel risc de transferencia de material no viral a altres

cel-lules i per la possible falta d’especificitat.

5.3.3. Cel lules transportadores
Recentment, s’han desenvolupat diferents tipus de cél-lules transportadores
(“carrier cells”) per lliurar virus oncolitics directament als tumors, evitant el
reconeixement per anticossos i millorant I'eficacia del tractament. Aquesta
estrategia és especialment prometedora perque permet utilitzar cél-lules del

mateix pacient, reduint el risc de rebuig immunologic. A més de protegir el virus
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de la resposta immune, en alguns casos, augmenta la quantitat de virus gracies

a la replicacié dins les cel-lules transportadores (Kim et al., 2015).

Les cel-lules transportadores poden variar segons el tipus de tumor (epitelial,
mesenquimal o hematopoétic) i poden tractar-se de cel-lules normals, tumorals
o cel-lules mare. Per exemple, s’han utilitzat macrofags infectats amb adenovirus
per tractar tumors de prostata en ratolins, millorant la supervivencia dels ratolins
(Muthana et al., 2013). En un altre estudi, els macrofags s’han utilitzat per inhibir
el creixement tumoral prostatic en zones hipoxiques, aprofitant I'afinitat natural
dels macrofags per aquestes arees. A meés, els adenovirus van ser modificats
amb un promotor induible per hipoxia, induint la replicacié viral en el macrofag, i
promotors especifics de prostata, per una major afinitat de I'adenovirus per les

cel-lules tumorals prostatiques (Muthana et al., 2011).

També s’han investigat I'Us de cél-lules mare neuronals infectades amb
adenovirus per tal de reduir el creixement de gliomes en ratolins i millorar la seva
supervivencia (Ahmed et al., 2011). A més, s’ha explorat I'is d’anticossos
preexistents per millorar la resposta antitumoral. Per exemple, en un estudi amb
virus del xarampid, ratolins amb hepatocarcinoma que presentaven una elevada
concentracio d’anticossos neutralitzants van respondre millor al tractament
administrat en ceél-lules mare mesenquimals derivades de medul-la Ossia i

infectades, que els tractats amb virus lliures (Ong et al., 2013).

Mahasa et al. (2020) va estudiar com I'Us de cél-lules mare mesenquimals (MSC)
com a vehicles de transport per a adenovirus oncolitics millora l'eficacia de la
viroterapia. Les MSC son cel-lules amb capacitat d’infiltrar-se en els tumors, pero
també de promoure el creixement tumoral. Mitjancant una combinacio
d’experiments tant in vivo com in vitro, aixi com models matematics, I'estudi va
mostrar que les MSC milloren la distribucié viral i la resposta antitumoral,
augmentant l'eficacia de la terapia. Tot i els riscos potencials associats al
creixement tumoral, l'article conclou que I'is de MSC és prometedor per a la
viroterapia en cancer, permetent una millor distribucio i replicacio del virus en el

tumor.

Franco-Luzén et al. (2020) han investigat I'eficacia de I'administracid sistemica
d'un adenovirus oncolitic encapsulat en MSC per tractar neuroblastoma en

models de ratolins. Els resultats mostren que aquesta estratégia modula
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favorablement el microambient tumoral, augmentant la infiltraci6 de cél-lules
immunitaries antitumorals i reduint la immunosupressi6 dins el tumor; és a dir,
promovent un perfil menys protumoral i més inflamatori del microambient
tumoral. A més, aquesta estrategia permet evitar la deteccio6 per part del sistema
immunitari, sobrepassant les limitacions de I'administracié intravenosa, i millora
l'accié antitumoral, suggerint un potencial tractament per a cancers pediatrics

resistents.

D’altra banda, un estudi en ratolins amb glioblastoma multiforme va combinar
MSC encapsulades en una matriu sintética amb un adenovirus que expressa
hialuronidasa, aconseguint aixi una regressio significativa del cancer i millorant

la supervivéncia dels ratolins (Martinez-Quintanilla et al., 2015).

5.3.4. Liposomes

Aquesta estratégia busca prolongar la circulacié dels virus oncolitics i reduir la
seva interacci6 amb anticossos neutralitzants i altres components sanguinis.
Aix0 permet una major biodisponibilitat del virus en el tumor, i una entrega més
efectiva 1 controlada al teixit tumoral. En un estudi, es va administrar un
adenovirus recombinat encapsulat en micel-les polimeriques de PEG i
fosfatidiletanolamina (PEG-PE) a ratolins amb tumors d'ovari. Els resultats van
mostrar una reduccio del volum tumoral, amb un augment de I'apoptosis i major
supervivencia en comparaci6 amb els grups control. A més, no es va
desencadenar una resposta immune significativa contra el virus, fet que

augmenta l'eficacia del tractament (Yang et al., 2009).

Un altre investigacié va encapsular els adenovirus en liposomes injectats
directament en tumors. Aquest enfoc no només va reduir el tumor localment, sind
gue també va induir un efecte abscopal; és a dir, una resposta antitumoral en
arees no tractades. Per tant, aquesta estratégia potencia I'activitat immunologica
en models animals, millorant I'eficacia del tractament tant en el lloc d'injeccié com
en tumors distants i oferint noves perspectives en la terapia del cancer (Dong et
al., 2023).
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5.4.1. Degradacio de la matriu extracel {ular

El microambient tumoral, particularment en el cancer de pancrees, és conegut
per la seva densa matriu extracel-lular (MEC), que pot dificultar la penetracio dels
adenovirus. La MEC és una estructura complexa composta principalment per
proteoglicans, col-lagens i acid hialuronic que envolta les cél-lules tumorals,
proporcionant un suport estructural i actuant com una barrera fisica per als
agents terapeutics. Per superar aquesta limitacid, els investigadors han
dissenyat adenovirus capacos d’expressar enzims que degraden aquesta matriu,
com la hialuronidasa, facilitant la seva dispersié dins del tumor (Nattress &
Halldén, 2018; Yoon et al., 2023; Zhang et al., 2022).

En un estudi, es van utilitzar adenovirus modificats per expressar hialuronidasa,
un enzim que degrada I'acid hialuronic present en la MEC. Aix0 va permetre una
millor penetracié del virus dins del tumor, augmentant la dispersié intratumoral i
la lisi de les cel-lules canceroses. Els resultats van mostrar una major eficacia en
la reduccié del volum tumoral i una millor distribucio del virus a través del tumor,
comparat amb adenovirus sense aquesta modificacié (Guedan et al., 2010;
Rodriguez-Garcia et al., 2015).

Un altre estudi va desenvolupar adenovirus modificats per expressar
col-lagenasa, un enzim capac de degradar el col-lagen, component clau de la
MEC. En models preclinics, I'expressié de col-lagenasa per part dels adenovirus
va permetre una major dispersio del virus dins del tumor i una major efectivitat
en la destruccio de les cel-lules tumorals, especialment en tumors resistents a

altres formes de tractament (Thaci et al., 2012).

5.4.2. Millora de la dispersi6 intratumoral

També existeixen modificacions genétigues que permeten als adenovirus
dispersar-se millor dins del tumor, assegurant que la infeccié arribi a un major
nombre de cél-lules tumorals. Aix0 es pot aconseguir expressant proteines virals
que faciliten la fusié cel-lular. Aquestes proteines permeten que les cél-lules
infectades es fusionin amb cél-lules adjacents, formant sincicis (cél-lules
multinucleades), que poden ajudar a disseminar el virus de forma més efectiva

dins del tumor.
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Un exemple destacat és I'Us de la proteina de fusio del virus sincitic respiratori
(RSV), que ha estat incorporada en adenovirus oncolitics. Els resultats dels
estudis preclinics han mostrat que els adenovirus que expressen aquesta
proteina poden formar sincicis dins dels tumors, millorant la propagaci6 viral i
I'eficacia terapéutica en models de cancer. A més, la formaci6 d’aquests sincicis
resulta en un augment de la mort cel-lular per apoptosi i la inhibicio del
creixement de les cel-lules canceroses, molt probablement degut a I'activacié de
la via de p53 (Burton & Bartee, 2019; Wong et al., 2016).

5.4.3. Modulacio de la vasculatura tumoral

La vasculatura tumoral és sovint desorganitzada i ineficient, cosa que limita la
distribucié dels agents terapéutics. Algunes estrategies s'han centrat en la
normalitzacio dels vasos sanguinis tumorals per millorar la distribucié dels
adenovirus oncolitics. Aixo es pot aconseguir mitjancant la modulacié de factors
de creixement angiogenics com el factor de creixement endotelial vascular
(VEGF).

Els estudis han utilitzat adenovirus modificats per inhibir la via de senyalitzacio
de VEGF mitjancant I'expressié d’'un short hairpin dARN (shRNA) especific de
VEGF. La inhibicié d’aquest factor de creixement va provocar una potent inhibicio
de l'angiogénesi i del creixement tumoral, resultant en la normalitzacidé de la
vasculatura tumoral i, per tant, millorant la perfusio i la distribuci6 del virus dins
del tumor. Aguest enfocament no només millora la distribucié dels adenovirus
sin6 que també augmenta l'eficacia de les terapies combinades amb

quimioterapia o immunoterapia (Yoo et al., 2007; Zhang et al., 2022).

5.4.4. Superacid de la resistencia tumoral
El cancer de pancrees sovint desenvolupa resisténcia a les terapies a causa de
I'expressio de factors de creixement i altres mecanismes que protegeixen les
cel-lules tumorals, com ara la via del factor de creixement transformador beta
(TGF-B), un potent immunosupressor del microambient tumoral que té un paper
fonamental en I'exclusié de les cél-lules T (Mariathasan et al., 2018). Un estudi
innovador va utilitzar adenovirus oncolitics que expressaven proteines capaces
d'inhibir aquesta via (Hu et al., 2010). Aquest antagonista de TGF- 3 es tracta
d’'una proteina de fusié del receptor Il soluble del TGFB (sTGFBRIIFc) que s’ha
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demostrat que suprimeix la metastasi en models de ratoli (Yang et al., 2002).
Combinant I'efecte de l'activitat oncolitica dels adenovirus sobre las cél-lules
tumorals i la funcié de sTGFBRIIFc per a bloquejar la senyalitzacié de TGF,
I'adenovirus que expressa sTGFbRIIFc (Ad.sTbRFc) va inhibir significativament
la metastasi del cancer de mama en ratolins (Hu et al.,, 2010). En models
preclinics, la inhibici6 de TGF-B va disminuir limmunosupressio en el
microambient tumoral, augmentant l'efectivitat de la resposta immune i millorant
els resultats terapeutics. D’aquesta manera també s’aconsegueix prevenir la

propagacio del cancer a altres parts del cos (Neuzillet et al., 2015).

La combinacié amb quimioterapia o radioterapia pot augmentar significativament
I'eficacia dels adenovirus oncolitics. Aquestes terapies tradicionals poden
debilitar el tumor, facilitant la penetracié i replicacié dels adenovirus. Per
exemple, la combinaci6 amb agents com la doxorubicina ha demostrat
augmentar la destruccié de cél-lules canceroses (Siurala et al., 2015; Yoon et al.,
2023). En estudis preclinics, també s’ha investigat I'efecte sinérgic de la
combinacié d’'un adenovirus oncolitic amb gemcitabina, un quimioterapic
ampliament utilitzat en el tractament del cancer de pancrees. La combinacié va
resultar en una reduccié més gran del tumor en comparacié amb la monoterapia,
suggerint que I'ls combinat pot superar la resisténcia que es desenvolupa amb
els tractaments tradicionals. Aixd indicaria que, en el context clinic, I'estratégia
combinada podria ser molt més efectiva que la monoterapia (Mato-Berciano et
al., 2017; Nattress & Halldén, 2018).

La radioterapia també pot augmentar la permeabilitat dels tumors, facilitant
I'entrada dels adenovirus. A més, la radiacié indueix danys en I'ADN que fan les
cel-lules tumorals més vulnerables a la replicacid viral, potenciant l|'efecte

oncolitic dels adenovirus (Yoon et al., 2023).

La combinacié amb immunoterapia també ha demostrat ser prometedora. De fet,
la combinacié d’adenovirus oncolitics amb inhibidors de punts de control
immunitari (checkpoint inhibitors), com els anticossos anti-PD-1, pot potenciar la
resposta immune contra el tumor. Aix0 ajuda a superar la immunosupressio

induida pel tumor, augmentant I'eficacia terapeutica (Nattress & Halldén, 2018).
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Avui dia, son pocs els estudis preclinics publicats que han utilitzat adenovirus
oncolitics armats amb citocines per a millorar les terapies amb cél-lules CAR-T
(Chimeric Antigen Receptor T cells). S’ha pogut observar que I'expressio del
factor de necrosi tumoral alfa (TNF-a) i la IL-2 per adenovirus modificats
geneticament milloraven I'eficacia de las cél-lules CAR-T de mesotelinaen PDAC
“fred”. Aquesta terapia combinada va transformar el microambient tumoral
immunosupressor en un de “calent” per mitja de 'augment del reclutament de
cel-lules T, la millora de la funci6 d’aquestes ceél-lules, la polaritzacio dels
macrofags cap al fenotip M1 i la promocié de la maduracié de les cel-lules
dendritiques (Tian et al., 2022; Watanabe et al., 2018).
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6. CONCLUSIONS

» Els articles revisats demostren la versatilitat i el potencial dels adenovirus
oncolitics com a terapia contra el cancer, especialment en els casos més letals

i resistents a les terapies convencionals, com el cancer de pancrees.

» Les diferents estratégies i els exemples d’estudi recollits en aquesta revisio
reflecteixen la diversitat d’enfocaments que s'estan explorant per a millorar

I'eficacia i maximitzar I'impacte terapéutic dels adenovirus oncolitics.

» La modificacié genética dels virus, la millora de la seva capacitat per penetrar
I dispersar-se en el tumor, la seva capacitat d’induir una resposta immune
robusta, la superacié de les barreres de resistencia tumoral, i I'Us de terapies
combinades s6n exemples claus que estan sent investigats i, que mostren un
gran potencial per millorar els resultats clinics i augmentar les opcions

disponibles per a pacients amb tumors dificils de tractar.

» El desenvolupament d’aquests mecanismes d’optimitzacié promou el rapid
aveng de I'us d’adenovirus oncolitics cap a tractaments més efectius i segurs
i amb I'objectiu de superar les limitacions actuals, cosa que és necessari per

a la seva aplicacié clinica.

> Les estratégies esmentades en aquesta revisi® només han mostrat una
modesta eficacia antitumoral, en comparacio a la resposta que s’esperaria. Es
per aixo que la investigacio de mecanismes d’optimitzacié en I'is d’adenovirus

oncolitics segueix sent necessaria.
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7. AUTOAVALUACIO

El procés de realitzacié del meu Treball de Final de Grau ha sigut una experiencia
enriquidora tant en I'ambit académic com en el personal, que m’ha permés
aplicar de forma practica els coneixements adquirits al llarg del grau, alhora que
he desenvolupat competéncies que considero fonamentals per la meva futura

vida professional.

Vaig escollir un tema que em semblava rellevant per la investigacié de futures
terapies alternatives pel cancer, a meés de ser una de les linies de recerca del
grup on vaig realitzar les practiques externes del grau. Es per aixd que esperava
que aquest projecte m’ajudés a aprofundir i consolidar els meus coneixements
previs sobre el camp, al temps que em permetria millorar la meva capacitat critica

i de sintesi davant de la informacié recopilada.

Al llarg del treball, he anat millorant les meves habilitats de cerca i seleccio de
fonts rellevants, aixi com també he millorat en I'analisi critica de la informacié. La
meva capacitat d’organitzar-me i distribuir el treball en blocs m’ha permés
controlar I'estrés i evitar 'acumulacié de tasques al final del procés. Tot i que he
comptat amb el suport de la meva tutora, aquest treball m’ha exigit prendre
moltes decisions pel meu compte, des de I'eleccid de les fonts fins a I'enfoc final

del treball, cosa que m’ha fet guanyar confianca en el meu criteri.

A nivell personal, el TFG ha suposat un repte en molts aspectes, sobretot quan
no obtenia els resultats esperats o quan m’enfrontava a la necessitat de
reestructurar parts del treball. Tot i aixi, aquestes experiéncies m’han ajudat a
aprendre a gestionar la frustracié de manera constructiva. També considero que
la meva capacitat de treballar de forma autonoma i de resolucié de problemes ha
millorat considerablement. He apres a ser més flexible, a replantejar estratégies

guan alguna cosa no funciona i a buscar solucions de forma proactiva.

En resum, la realitzacié d’aquest TFG ha superat les meves expectatives inicials
respecte als aprenentatges adquirits i el meu creixement personal i, tot i haver

estat un procés exigent, el resultat final m’omple de satisfaccio.
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