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ESFEROIDES COMO MODELO PREDICTIVO DE RESPUESTA TUMORAL A LA
TERAPIA GENICA
Estudio de los efectos de la transferencia génica no viral del sistema gen suicida y del

gen interferén-beta en esferoides derivados de melanoma espontaneo canino

Los esferoides constituyen un modelo experimental que se asemeja mas al
comportamiento de los tumores in vivo que sus respectivas monocapas. Por lo tanto su
estudio e implementacion en el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas para
combatir el cancer es de suma importancia. En el presente estudio demostramos que la
respuesta a la transferencia no viral del sistema gen suicida HSVtk/GCV de esferoides
formados a partir de lineas celulares derivadas de tumores de melanoma espontaneo
canino correlaciona mejor con la respuesta de los pacientes que sus respectivas
monocapas. También observamos que la resistencia multicelular (MCR) al sistema
HSVtk/GCV presente en los esferoides probablemente se deba a una rapida repoblacién
de las células resistentes al tratamiento en esta configuracion espacial. La gran cantidad
de lineas cuyos esferoides resultaron ser sensibles al sistema HSVtk/GCV y/o a la
transferencia no viral del gen cIFN-3 (80% sobre un total de 15 lineas) y el mantenimiento
de la sensibilidad al ser co-transferidos demuestran la gran potencialidad terapéutica de
la co-administracion de ambos genes.

Como alternativa a la electroporacién, encontramos una forma menos agresiva de
aumentar la penetracidn intracelular de bleomicina: la lipofeccién. Encontramos que el
sistema lipoplexes/bleomicina es altamente efectivo pues la presencia de los lipoplexes
sensibiliza a las células al efecto citotéxico de la bleomicina, posiblemente estimulando el

ingreso de la droga a las células mediante un transporte activo.

Palabras claves: bleomicina, esferoides, interferon-beta canino, lipoplexes, sistema
HSVtk/GCV.



SPHEROIDS AS A PREDICTIVE MODEL TO STUDY THE TUMOR RESPONSE TO
GENE THERAPY
Study of the effects of the non viral gene transfer of the suicide gene system and the

interferon-beta gene on spheroids derived from spontaneous canine melanoma

Spheroids are an experimental model in vitro that resembles more accurately the tumor
behavior observed in vivo than monolayers. So the study and implementation of spheroids
in the development of new therapeutic strategies to fight cancer is very important. At the
present study we demonstrated that the response to the non viral gene transfer of the
suicide gene system HSVtk/GCV on spheroids derived from spontaneous canine
melanoma tumors better correlates to the patient's response than their monolayers
counterparts. We also observed that the multicellular resistance (MCR) to the HSVtk/GCV
system when cells are cultured as spheroids is probably due to a rapid re-population of
the cells that were resistant to the therapy. The high amount of spheroids which were
sensitive to the HSVtk/GCV system and/or to the non viral transfer of the cIFN- gene
(80% over a total of 15) together with the maintenance of the sensitivity when the genes
were co-transferred, demonstrates the high therapeutic potentiality of the co-
administration of both genes.

We then studied the sensitivity to the lipoplexes/bleomycin system. We found that the
new therapeutic strategy is highly effective since the lipoplexes sensitizes the cells to the
citotoxic effect of bleomycin, presumably by stimulating an active incorporation of the drug

inside the cells.

Keywords: bleomycin, canine interferon beta, HSVtk/GCV system, lipoplexes, spheroids.



ABREVIATURAS

B-gal: B-galactosidasa

B-gal+clFN-B: co-lipofeccion del gen de B-galactosidasa y del gen de interferon-beta
canino

B-gal+HSVtk: co-lipofeccion del gen de B-galactosidasa y del gen de la timidina kinasa
del virus herpes simplex

cIFN-B: interferén-beta canino

cIFN-B+HSVtk: co-lipofeccién del gen de interferon-beta canino y del gen de la timidina
kinasa del virus herpes simplex

Esf. esferoide

GCV: ganciclovir

HSVtk: timidina kinasa del virus herpes simplex

/IGCV: agregado de GCV 24 horas post-lipofeccion

Mc: monocapa

MCR: resistencia multicelular

psCMV: plasmido small de expresion transitoria portador del promotor del

citomegalovirus

Br, Bk, Btl CI, Ds, Fk, Kg, Rka, Rkb, Rd, Sc, Tr: lineas celulares derivadas de
melanoma espontaneo canino de mucosa oral

Ak: linea celular derivada de melanoma espontaneo canino de la mucosa ocular

LI: linea celular derivada de metéstasis hepatica de melanoma mucoso espontaneo

canino
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ESFEROIDES COMO MODELO PREDICTIVO DE RESPUESTA TUMORAL A LA
TERAPIA GENICA

La falta de efectividad de una gran parte de las terapias antineoplasicas cuestiona,
entre otras cosas, los modelos experimentales usados para la investigacion y el
desarrollo de las mismas. En un rastreo clasico primero se seleccionan las drogas con
propiedades citotéxicas en lineas celulares in vitro para luego pasar a modelos in vivo, los
animales de laboratorio. Los animales mas usados en la investigacién y desarrollo de
drogas con actividad antitumoral son los ratones debido a su pequefio tamafio, facil
manipulacion, rapida reproduccion, corta vida media y bajo costo de mantenimiento. La
mayoria de los estudios sobre terapia génica en cancer en modelos animales utilizaron
lineas celulares tumorales que fueron mantenidas en cultivo por muchas generaciones o
por multiples transplantes xenogénicos en ratones inmunodeficientes, generalmente
implantadas en forma heterotdpica en tejidos no relacionados con su lugar de origen. Si
se ve a la enfermedad como un estado de desequilibrio del organismo, se entiende que
un organismo sano es aquel que se mantuvo o retorna al estado de equilibrio. En los
enfermos avanzados de cancer uno de los mayores desequilibrios se produce por un
sistema inmune disfuncional incapaz de reaccionar adecuadamente frente a los
antigenos tumorales. Esto hace que la recuperacién de la funcionalidad del sistema
inmunolégico sea condicién sine qua non para volver al estado de equilibrio y asi vencer
a la enfermedad. Bajo estas suposiciones la investigacibn de nuevas terapias
antitumorales en animales inmunodeficientes, condicion necesaria para el desarrollo de
tumores xenogénicos, termina utilizando a los animales como un tubo de ensayo con
vasos sanguineos. Este modelo experimental es un poco mas cercano a la realidad pero
dista bastante de simular las condiciones de la enfermedad, no muy distinto de un modelo
in vitro. Esto lo termina convirtiendo en un modelo poco eficaz (alta probabilidad de
resultados no trasladables y alto costo). Esta tesis tiene como fin contribuir a la
investigacion y desarrollo de un modelo experimental para el desarrollo de nuevas

terapias antineoplasicas que sea mas eficiente y menos cruento.

En busca de nuevos modelos experimentales

Esferoides multicelulares

Los esferoides multicelulares (Esf) constituyen un modelo experimental in vitro de
complejidad intermedia entre los cultivos en monocapa (Mc) y los tumores in vivo
(Altamirano NA et al. 2007, Bates RC et al. 2000, Casais CC et al. 2006, Dangles V et al.
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2002, Desoize B & Jardillier JC 2000, Hamilton G et al. 1998, Muller-Klieser W 1997,
Santini MT & Rainaldi G 1999, Sutherland RM 1998). A pesar de presentar muchas de las
limitaciones que acarrea un modelo experimental in vitro, ofrece una herramienta muy
interesante para pruebas de sensibilidad a drogas citotoxicas, ya que se utilizan células
adaptadas a las condiciones impuestas por la configuracion espacial adquirida. Una de
las adaptaciones es la resistencia multicelular (multicellular resistance, MCR) producida
por el entorno soélido de un tejido, que es un obstaculo mayor para muchas terapias
antitumorales (Desoize B & Jardillier JC 2000, Santini MT & Rainaldi G 1999). Esta es
una propiedad intrinseca de los tumores in vivo que normalmente no se manifiesta en
células cultivadas en monocapa, pero si cuando son cultivadas como esferoides

multicelulares.

Una vez que las células han establecido contacto con su microambiente (células
homologas, heterdlogas y matriz extracelular), pueden cambiar su sensibilidad
(comparadas con las respectivas monocapas) a las drogas antineoplasicas. La
resistencia multicelular comienza en menos de 24 horas después de iniciar el cultivo en
esferoides, y en muchos casos las células pueden volverse resistentes a la mayoria de
las drogas antitumorales, a la inmunoterapia y a diversas clases de radioterapia (Desoize
B & Jardillier JC 2000).

Los mecanismos involucrados incluyen:
¢ inhibicién de la apoptosis por contacto entre células o entre célula y matriz;

e alta proporcion de células quiescentes;

e modulacién de la expresion de proteinas, incluyendo topoisomerasas y enzimas de
reparacion del DNA;

e potenciales problemas de permeabilidad; y

e presencia de un centro hipéxico y/o necrético (Desoize B & Jardillier JC 2000).

Se puede considerar al esferoide como un todo, compuesto por una mezcla de
estados celulares (capa externa o proliferativa; capa media 0 quiescente; capa interna o
centro necr6tico) que interaccionan entre si in vitro. La interacciébn puede darse de
manera directa (célula-célula) o indirecta (difusion de factores solubles). Fue demostrado
que estos agregados tridimensionales simulan fidedignamente el entorno celular que se
encuentra en los tumores in vivo (Altamirano NA et al. 2007, Desoize B & Jardillier JC
2000, Finocchiaro LME et al. 2004, Santini MT & Rainaldi G 1999, Sutherland RM 1998).
En los tumores, las células en proliferacion estan usualmente localizadas a unas pocas
capas celulares de distancia de los vasos sanguineos, mientras que las células

guiescentes y necrdticas se ubican a distancias progresivas de los vasos. La distancia
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entre los vasos y las areas necroticas, medida en varios tumores humanos y de roedor,
varia entre 50 y 250 um. Notablemente, esta distancia es aproximadamente la misma que
se observa en esferoides desde la periferia hasta la zona de necrosis, y depende del tipo
celular y de su tasa metabdlica, del grado de empaquetamiento celular y de las
concentraciones de sustratos en el medio de cultivo. Para la mayoria de las células
humanas creciendo bajo condiciones 6ptimas de oxigeno y nutrientes, el grosor de las
capas de células viables que rodean a los centros necroéticos en los esferoides es de 100
a 220 um, con volumenes extracelulares del 35 al 55%, valores similares a los
encontrados en tumores in vivo (Sutherland RM 1998).

A través de estas pequefias distancias, de alrededor de 10 a 20 diametros celulares,
pueden desarrollarse diferencias significativas en el microambiente celular.
Generalmente, la mayor parte de las células en divisién se encuentran de la tercera a la
quinta capa mas externa. Las células quiescentes se ubican mas internamente e incluyen
una importante proporcion de células que son viables y replicativas cuando se las saca
de este entorno. Estas células pueden ser reclutadas para repoblar el compartimiento
proliferativo, fendmeno dificil de lograr cuando se cultivan las células en monocapa
(Muller-Klieser W 1997).

Todo estas similitudes entre la biologia tumoral y la biologia del esferoide hace que el
crecimiento in vitro de los esferoides mantenga las caracteristicas de crecimiento
observadas in vivo en los tumores. Ambas curvas empiezan con una répida fase de
crecimiento y luego les sigue una etapa mas lenta donde se mantienen por un tiempo,
dependiendo de las propiedades biologicas de cada célula (Fig. 1). Esta disminucién en
la tasa de crecimiento es conocido como retraso exponencial y esta contemplado en la
férmula matematica conocida como Ecuacion de Gompertz desarrollada en 1825 por
Gompertz para el modelo actuarial, aplicada por primera vez en un contexto biolégico y
economico en 1932 por Winsor y aplicada por primera vez al crecimiento tumoral por
Laird en 1964 (Araujo RP & McElwain DLS 2004).

La principal desventaja de los esferoides es la dificultad técnica que conlleva ya que la
mayoria de las técnicas que se utilizan en cultivo celular han sido disefiadas para cultivos
en monocapa. Sin embargo, en los ultimos afios se han publicado trabajos donde se
superan algunas de las limitaciones. Por ejemplo en el trabajo de Wieswald LB et al. se
describe un protocolo para inmunofluorescencia utilizando un microscopio confocal en
esferoides pequefios. Otro ejemplo es el protocolo para medir viabilidad celular en
esferoides publicado por Friederich J et al.. Mas aun, el nUmero de publicaciones que usa
esferoides ha aumentado en los ultimos 10 afios. La cantidad de articulos publicados en

2010 triplica en nimero a los trabajos publicados en el afio 2000 (313 vs 111) (Fig. 2).
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Més aun, palabras tales como neuroesferas, mamoesferas y melanoesferas empiezan
a ser comunes en lenguaje cientifico cotidiano. Uno de los hallazgos mas interesantes en
los ultimos afos es que, al crecer en 3D, las células expresan marcadores celulares
similares a los encontrados en las biopsias de los tumores de los cuales derivan (Schmidt
P et al. 2011 y Somasundaram R et al. 2011). Estos marcadores no se encuentran
cuando se cultivan a las células en monocapa. En muchos de los casos los marcadores
corresponden a células madres sugiriendo semejanzas entre el nicho biolégico de los
esferoides in vitro y el nicho biol6gico de los tumores in vivo.

Todo esto convierte a los esferoides multicelulares en un modelo con excelente
potencial para aplicaciones biomédicas y clinicas, ya que combinan la relevancia de la
organizacion tisular con el ambiente controlado por la metodologia in vitro (Altamirano NA
et al. 2007, Bates RC et al. 2000, Casais CC et al. 2006, Dangles V et al. 2002, Desoize
B & Jardillier JC 2000, Hamilton G et al. 1998, Muller-Klieser W 1997, Santini MT &
Rainaldi G 1999, Sutherland RM 1998). Su implementacion en el laboratorio abarata los
costos para el rastreo de drogas con efectos citotdxicos sobre la célula tumoral per se, ya
que reduce el numero de animales de laboratorio al permitir disefiar los experimentos con
datos mas precisos.

En pocas palabras, representan un modelo experimental mas real para optimizar y
predecir la eficacia de terapias antitumorales en los correspondientes tumores in vivo vitro
(Altamirano NA et al. 2007, Bates RC et al. 2000, Casais CC et al. 2006, Dangles V et al.
2002, Desoize B & Jardillier JC 2000, Hamilton G et al. 1998, Muller-Klieser W 1997,
Santini MT & Rainaldi G 1999, Sutherland RM 1998).
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Figura 1: Curva de crecimiento de esferoides de la linea de melanoma espontaneo
canino AK. Se sembraron 20000 células por pozo de placa de 96 cubierta con agar. Las
proteinas se determinaron en un pool de 8 pozos por el método de Bradford. La curva correlacion6

con la ec. de Gompertz: pg prot = 3,5*2%¢07d) " (c\ error Gompertz = 0,02 contra CM error
exponencial = 0,3). n = 2.
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Figura 2: Cantidad de articulos publicados por afio desde 1965. Los datos fueron
extraidos del buscador PUBMED utilizando la palabra esferoides

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/).

Oncologia comparada

La oncologia comparada es posible debido al gran aumento en el nimero de familias
que poseen animales de compafia. Las ventajas que presenta la implementacion de este
modelo sobre el uso de animales de laboratorio son (Porrello A et al. 2006 y Vail DM et al.
2000):

1) Comparten el mismo ambiente que sus amos, por lo que estan expuestos a los
mismos agentes ambientales potencialmente carcinogénicos. Podrian ser
considerados como centinelas.

2) Representan mejor la variabilidad genética y fenotipica pues son poblaciones
generalmente abiertas.

3) La fisiopatologia de estos animales con tumor espontaneo, refractario a la terapia
tradicional, frecuentemente con enfermedad avanzada se corresponde casi
exactamente con lo que sucede en pacientes humanos.

4) Muchas de las neoplasias espontaneas de estas mascotas presentan una
histologia, una genética tumoral, una biologia y una respuesta a la terapia muy
similar a la de los correspondientes tumores humanos.

5) Son mas comparables con el cancer desarrollado en humanos en términos de
tamafo y cinética celular, probablemente debido a las similitudes genéticas entre
humanos y perros puestas en evidencia con la secuenciacién de ambos genomas
(Kirkness EF et al. 2003).

6) La mayoria de estos animales llega a geronte, donde existe el mayor riesgo de

cancer.
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7) Generalmente, después de la cirugia queda una masa tumoral de suficiente
tamafio como para hacer estudios moleculares y celulares.

8) Los ensayos clinicos en animales de compafiia pueden tener mejor aceptacion en
la sociedad que la experimentacion con animales de laboratorio.

9) Permite estudiar la toxicidad emética de agentes antineoplasicos.

Este modelo también permite obtener resultados rapidamente porque, en general, los
tumores se desarrollan con mas velocidad que en los humanos. La principal desventaja
del modelo es la falta de herramientas especificas de la especie para su investigacion,
por ejemplo, anticuerpos monoclonales, sondas, productos recombinantes (Porrello A et
al. 2006 y Vail DM et al. 2000). Sin embargo esta desventaja puede ser facilmente
superada si se producen los mismos. Dicho de otra manera, si aumenta el nimero de
grupos que implementan el disefio y desarrollo de nuevas terapias para combatir el
cancer en animales de compafia, aumentaria la demanda y por ende la oferta de las

herramientas especificas de las especies involucradas.

Melanoma espontdneo canino

El melanoma maligno canino es muy comun en perros, y los sitios de aparicion mas
frecuentes incluyen a la cavidad oral, la zona digital, la piel y el ojo. A diferencia del
melanoma humano, el canino no se encuentra asociado a la exposicion solar. Sin
embargo, los melanoma orales, cominmente mucosos, se asemejan al melanoma
mucoso humano de cabeza y cuello en su biologia y respuesta a los tratamientos. Son
muy agresivos localmente y altamente metastaticos, dispersandose normalmente en los
nddulos linfaticos y pulmones. Al igual que en humanos, el melanoma mucoso canino es
refractario a la remocion quirargica, quimioterapia y radioterapia (Porrello A et al. 2006 y
Vail DM et al. 2000).
Actualmente hay varias terapias que estan siendo implementadas en este modelo de
investigacion. Entre ellas se encuentran:
1) Extractos de Corinobacterium Parvum (MacEwen EG et al. 1986).
2) Plasmidos que expresan genes que codifican para la tirosinasa humana (Bergman
PJ et al. 2003).

3) Plasmidos portadores de genes que codifican para citokinas (Dow SW et al.
1998).

4) Vacuna estimulada por citokinas y terapia génica con gen suicida como

tratamientos adyuvantes de cirugia. (Finocchiaro LME & Glikin GC 2008).
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Terapia génica

Se ha definido a la terapia génica como la transferencia de acidos nucleicos (DNA o
RNA) a células somaticas de pacientes que resulte en un efecto terapéutico. Para ello es
necesario superar las barreras biolégicas y lograr la entrada del acido nucleico en las
células de interés y su expresién dentro de las mismas. Los vectores se pueden dividir en
dos grandes grupos: los virales y los no virales. Dentro de los vectores virales mas
usados clinicamente hasta junio de 2011 estan los adenovirus (24,4% n = 414) y los
retrovirus (20,7 % n = 355) (http://www.abedia.com/wiley/vectors.php). Los adenovirus
son no integrativos mientras que los retrovirus si lo son. Esto hace que la deteccion de la
expresion de los transgenes en los adenovirus no sea tan prolongada en el tiempo como
la de los retrovirus. Sin embargo, la integracion al genoma de la célula de los retrovirus
podria provocar mutagénesis por insercién o silenciamiento del transgén. La principal
limitacion en el uso de los adenovirus como vectores para la transferencia génica in vivo
es la gran cantidad de individuos que presentan inmunidad preexistente a este tipo de
virus (97%). Aunque una pequeiia inflamacion en la zona tumoral es favorable, gran parte
de los adenovirus son neutralizados por los anticuerpos presentes en el suero de los
pacientes (Réty JK et al. 2008).

Dentro de los vectores no virales la transferencia de DNA plasmidico desnudo o del
DNA complejado con liposomas cationicos (lipofeccion) son los mas usados en ensayos
clinicos (18,7% n = 320 y 6,4% n = 109, respectivamente) (http://www.abedia.com/wiley/
vectors.php). Los liposomas cationicos estan entre los vectores mas prometedores para
la terapia génica del cancer pues son 1) no-infectivos, 2) tienen baja inmunogenicidad, 3)
baja toxicidad, 4) alta estabilidad y 5) menor costo de produccién (Felgner PL & Ringold
GM 1994, Gao X & Huang 1995). La ventaja de los adenovirus por sobre la lipofeccion es
la mayor expresion del transgén in vitro debido a su alta tasa de infeccion. Sin embargo,
dado el alto porcentaje de individuos que presentan anticuerpos antiadenovirus, es
posible que la expresion del transgén in vivo no difiera tanto entre ambas estrategias
(Réaty JK et al. 2008).

Los liposomas catiénicos son vehiculos eficientes, sencillos y seguros

Los lipidos catidénicos se asocian espontaneamente con el DNA plasmidico por
interaccion de cargas para formar estructuras llamadas lipoplexes, en las cuales el DNA
estd protegido de la degradacion. Estos complejos tienen alta afinidad por las
membranas celulares, cargadas negativamente, debido a un exceso de cargas positivas.
El mecanismo de entrada de lipoplexes mas estudiado es la endocitosis (Gao X & Huang
L 1995, Khalil et al. 2006, Rejman J et al. 2004 y 2005, Resina S et al. 2009, Vaughan
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EE et al. 2006). Para que el DNA sea transcripto por la maquinaria celular tiene que
llegar al nucleo. Para lograrlo los lipoplexes deben escapar de los endosomas antes de
ser degradados, el DNA tiene que disociarse de los lipidos cationicos e ingresar al
ndcleo atravesando la membrana nuclear (Fig. 3). También se ha visto que estos
complejos pueden entrar a la célula mediante fusién de los lipidos catiénicos con los
lipidos de las membranas celulares (Fig. 3) (Felgner PL & Ringold GM 1989, Khalil et al.
2006, Marchini et al. 2011, Zuhorn IS & Hoekstra D 2002).
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Figura 3: Rutas y barreras celulares de la transferencia génica no-viral. El DNA

puede ingresar a la célula ya sea por endaocitosis o por fusién de membranas (Khalil et al. 2006).

Los lipidos cationicos que se utilizan para formar liposomas constan generalmente de
cuatro dominios funcionales: una cabeza polar cargada positivamente, un espaciador de
longitud variable, un conector y una cola hidrofébica. Su diversidad estructural es amplia,
aunque en general se trata de derivados del colesterol, lipopolilisina y algunos
surfactantes de doble cadena. Los liposomas catiénicos normalmente contienen un lipido
cationico y un lipido neutro (co-lipido), que les brinda estabilidad. La razén por la cual
existe tan amplia diversidad en las formulaciones es que la eficiencia de estos vehiculos

varia mucho in vitro e in vivo, segun los tipos celulares, los tejidos blanco y la via de
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administracién, por lo tanto es crucial la eleccion del lipido adecuado para cada
experimento o tratamiento (Felgner JH et al. 1994). El grupo polar catiénico es critico
para la toxicidad y la eficiencia de transfeccion de estos lipidos.

Los experimentos del trabajo se realizaron con una mezcla de dos formulaciones de
lipido/co-lipido: DMRIE/DOPE y DC-Chol/DOPE (Fig. 4).
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Figura 4: Estructura quimica de los lipidos catidnicos utilizados en este trabajo.
(a) DC-CHOL, (b) DOPE y (c¢) DMRIE. (http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)

Estos vectores son quimicamente definidos, pueden ser preparados en grandes
cantidades y su control de calidad resulta sencillo, y por lo tanto econémico. Otra ventaja
de este sistema sobre otros métodos es la amplia variedad de células receptoras, su
limitada toxicidad en animales o humanos, su facil uso y un mejor estandar de
bioseguridad que los vectores virales. Pueden ser administrados en forma intravenosa y

pueden transferir genes a muchos tipos de tejidos (Raty JK et al. 2008).

Terapia génica del cancer (o antineoplasica)

Como se expuso al inicio de la Introduccién, el cancer no es solamente una
enfermedad genética en la que las células presentan mutaciones en genes relacionados
con el control del crecimiento y la apoptosis, sino un sistema complejo en el cual las
células tumorales han subvertido y atraido a células normales para colaborar en la
transformacion neoplasica. Todo esto conduce a alteraciones funcionales que confieren
la capacidad de evasion inmune, invasion y metastasis y por tanto, lleva a la muerte del
individuo. Ciertas terapias génicas del cancer llevan implicita la presuncion de que debe
haber alguna propiedad de las células neoplésicas que las distinga lo suficiente de las
células normales como para permitir eliminarlas sin toxicidad para su contraparte normal.
Sin embargo, a medida que la enfermedad avanza las células somaticas tumorales se
van desdiferenciando (pérdida de marcadores celulares), dificultando la implementacion

de estrategias de reconocimiento de la célula tumoral. Otra estrategia comunmente
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empleada en la terapia génica contra el cancer es la de proporcionar a la célula tumoral
alguna proteina reguladora clave del ciclo celular que tienen defectuosa como por
ejemplo p53. El problema de este tipo de estrategias es que basa su éxito en la
homogeneidad de las células tumorales de un mismo tumor y entre tumores de distintos
individuos, caracteristica dificil de encontrar en algunos tipos de tumores, sobre todo
cuando la enfermedad esta muy avanzada. Es por esto que nos limitamos a estudiar la
actividad antitumoral de dos modalidades independientes de las caracteristicas biolégicas
e histopatol6gicas con las que se clasifican a los tumores: el sistema de gen suicida de

HSVtk/GCV vy la transferencia del gen de un inmuno-modulador, el interferén-p3.

El sistema gen suicida: HSVtk/IGCV

En la terapia con genes suicidas las células tumorales son modificadas genéticamente
para que expresen un gen que las sensibiliza a drogas que de otra manera serian
inocuas (Oldfield EH et al. 1993).

Uno de los sistemas de gen suicida mas usado es el que codifica para la enzima
timidina kinasa (tk) del virus herpes simplex (HSV). Dicha enzima confiere sensibilidad a
la pro-droga de baja toxicidad ganciclovir (GCV), que es monofosforilada por la HSVtk y
luego fosoforilada por las kinasas celulares hasta trifosfato, convirtiéndose en un analogo
de guanosina que interrumpe la sintesis del DNA. Asi funciona como un terminador de
cadena, que provoca la muerte celular (Fig. 5). Por lo tanto, toda célula que exprese la

HSVtk sera eliminada por esta droga.

Varios estudios han demostrado que el GCV es toxico incluso para células tumorales
adyacentes que no expresan el gen de la HSVtk. Este efecto es denominado bystander
(citotoxicidad sobre el entorno) y posee una importancia fundamental en el tratamiento
terapéutico (Culver KW et al. 1992). El efecto bystander es un complejo proceso bioldgico
que involucra varios mecanismos, que pueden no ser los mismos in vitro que in vivo. En
ciertos modelos tumorales ocurre una completa regresién cuando so6lo un 10% de las
células o de la masa tumoral expresan el gen suicida y el animal es tratado con GCV. El
efecto bystander in vivo se basa en tres procesos que causan la regresion del tumor: la
guimio-sensibilizacion de las células tumorales al GCV, la necrosis tumoral hemorragica
por ruptura de la vasculatura tumoral y consiguiente deplecion de nutrientes, y la
inmunidad antitumoral (Freeman SM et al. 1999).

Otra ventaja del sistema HSVtk/GCV es que no requiere una expresion prolongada en
el tiempo del transgén pues las células que lo expresan mueren luego de una corta
exposicion al GCV, la apoptosis se inicia a las 6 h y ocurre durante varios dias. Mas aln,

puede ser utilizado como vacuna tumoral, ya que el GCV no es inmunosupresor y la
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masa tumoral destruida puede estimular una respuesta inmune antitumoral. De hecho, se
demostré que las células tratadas con HSVtk/GCV son antigénicas y en algunos casos
mas antigénicas que las células tumorales irradiadas (Martin LA & Lemoine NR 1996). Es
mas, la combinacion de este sistema suicida y vacunas antitumorales es sinérgica. El
sistema HSVtk/GCV puede proveer un evento necesario para el éxito de la
inmunoterapia: un microambiente tumoral inmunoestimulante que expresa moléculas
inmunoreguladoras necesarias para que se desarrolle la respuesta inmune, cuando las
células efectoras presentes en la circulacion entren al tumor (Ramesh R et al. 1996).
Resultados preliminares de nuestro laboratorio muestran que la transferencia génica no
viral del sistema HSVtk/GCV en ratones con melanoma murino (B16) aumenta el
metabolismo celular de ganglios linfaticos observado con la técnica PET (tomografia por

emisién de positrones).
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Figura 5 : Estructura quimica del GCV trifosfato (izquierda) y de la guanosina

trifosfato (GTP, derecha).
GCVTP: http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=451390&loc=ec_rcs
GTP: http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=6830&loc=ec_rcs.

Interferén-

Los interferones (IFNs) son citokinas con actividad antiviral, antiproliferativa e inmuno-
moduladora. Constituyen dos grandes clases de familias, tipo | y tipo Il. Los IFNs de tipo |
constan de 5 grupos distintos de proteinas: IFN-a, 3, 8, Ty w mientras que IFN-y es el
anico tipo Il. La principal fuente de IFN-a son los fagocitos mononucleares; la principal
fuente de IFN-B son los fibroblastos. Algunas de las acciones bioldgicas de los IFNSs tipo |
son: inhibicion de la replicacion viral, aumento en la expresién de moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad de clase |, estimulacién del desarrollo de linfocitos T helper

1 pues aumenta el nUmero de receptores para la IL-12, aumento en la actividad citolitica
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de los linfocitos natural killers e inhibicion la proliferacion de células tumorales (Abbas Ak
et al. 2004 y Fujimura T et al. 2009).

La bioterapia sistémica con el IFN tipo | (IFN-a2b: producido en E. coli mediante las
técnica del DNA recombinante) es una terapia aprobada por la FDA (Food and Drug
Administration, USA) en el afio 1993 para el tratamiento adyuvante de distintas
neoplasias especialmente para pacientes con melanoma resecado estadio llb o Ill, con
alto riesgo de recurrencia o de metastasis distantes. En estos pacientes, el IFN-o mejora
la supervivencia libre de enfermedad respecto de los controles (3,8 vs. 2,8 afos)
(Kirkwood JM et al. 2000). Sin embargo, el tratamiento con IFN-a/f est4 asociado a
considerable toxicidad sistémica, que limita la complecion de la terapia en
aproximadamente un 25% de los pacientes y deteriora considerablemente la calidad de
vida de los mismos.

Una forma de evitar la toxicidad de los interferones tipo | podria ser la administracion
continua de dosis bajas (Slaton JW et al. 1999). Este tipo de farmacocinética podria
lograrse con la terapia génica, donde la propia célula tumoral es la productora de IFN. De
hecho, en un trabajo publicado el afio pasado, demostramos que la terapia génica no viral

del IFN-B no presenta toxicidad en nuestros pacientes caninos (Finocchiaro et al., 2011).

Hoy en dia hay tres productos disponibles para el tratamiento del cancer en pacientes
humanos basados en la transferencia génica, los tres utilizan vector adenoviral. Uno
expresa p53 (Gendicine™), otro es un adenovirus oncolitico de replicacion condicional
(Oncorine™) y el tercero se basa en el sistema de gen suicida de la timidina kinasa
asociado al ganciclovir (Cerepro®). Ademas hay un producto veterinario que utiliza vector
plasmidico (no viral) que expresa la tirosinasa humana como antigeno xenogénico para el

melanoma canino (Oncept™).

Hacia una geno-quimioterapia

Para lograr un efecto antitumoral mas potente mediante una estrategia terapéutica
agresiva, se podrian combinar los efectos citotoxicos, antiangiogénicos e inmuno-
estimulantes del gen IFN-B y del sistema del gen suicida/prodroga HSVtk/GCV con
drogas quimioterapéuticas.

Esta consideracién llevé a proponer, como paso previo de la investigacién clinica
veterinaria que se realiza en nuestro laboratorio, la evaluacion de los efectos de la
combinacion de la bioterapia por transferencia de genes con bleomicina, un quimio-
terapéutico usado habitualmente en oncologia (Fig. 6). La bleomicina es un antibiético

glicopeptidico con actividad antineoplasica debido a su actividad endonucleasa (Jingyang
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C & Stubbe J 2005, Mir LM et al. 1996). Es de alto interés como tratamiento para el
melanoma pues en la piel no se expresa una hidrolasa capaz de inactivar a la bleomicina
(Jingyang C & Stubbe J 2005). Sin embargo la bleomicina es un péptido hidrofilico,
incapaz de atravesar las membranas celulares. Para lograr superar esta barrera se han
desarrollado distintas estrategias. Una de ellas es la administracién de bleomicina
complejada con liposomas (Bleosome™) para el tratamiento topico de cancer de piel que
no sea melanoma (Lau G et al. 2005). Otra estrategia descripta en la literatura es la de
utilizar la envoltura del virus Sendai conjugada en gelatina catiénica (CG-HVJ-E) como
vehiculo (Mima H et al. 2006). Ambas estrategias requieren cuantificar los mg de
bleomicina en el interior de las moléculas transportadoras. En un abordaje diferente el
grupo del Dr. Mir LM demostr6 que la electroporacién de células tumorales las
sensibilizaba al efecto de la bleomicina (el IC 50 disminuye 700 veces en células DC-3F)
y que la sensibilizacién se debe a que aumenta la cantidad de moléculas de bleomicina
en el citoplasma (Orlowsky S et al. 1998, Poddevin B et al. 1991). Mas aun, se han
llevado a cabo protocolos clinicos donde se usa a la electroporacién como método para
transferir la droga a células tumorales (Breton M & Mir LM 2011, Jingyang C & Stubbe J
2005, Spugnini EP et al. 2006).

La bleomicina se comercializa como una mezcla de péptidos producidos por el hongo
Streptomyces verticillis. A diferencia de otras drogas quimioterapéuticas, la bleomicina
tiene baja actividad mielosupresora y produce muy poca inmunosupresion, lo que la
convierte en una droga muy atractiva para el tratamiento del cancer (Jingyang C &
Stubbe J 2005).
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Figura 6: Estructura quimica de la bleomicina sulfatada
(http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=72466).
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Objetivos del presente trabajo:

1. Obtener y caracterizar nuevas lineas tumorales derivadas de melanoma mucoso

espontaneo canino.

2. Evaluar la citotoxicidad de la transferencia no viral del sistema gen suicida
HSVtk/GCV y del gen cIFN-B en lineas derivadas de melanoma mucoso
espontdneo canino creciendo en dos configuraciones espaciales: monocapas y

esferoides.
3. Comparar la sensibilidad al sistema gen suicida/prodroga HSVtk/GCV de las
monocapas y sus respectivos esferoides con la respuesta in vivo del cudl derivé el

cultivo.

4. Disefiar y desarrollar nuevas estrategias para combatir el cancer que incluyan la

transferencia no viral de DNA plasmidico.

5. Estudiar los factores que influyen en la citotoxicidad de las nuevas estrategias

desarrolladas.
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Cultivo Celular

Los cultivos celulares se establecieron a partir de tumores de melanoma espontaneo
canino extirpados mediante cirugia. Los tumores se procesaron por digestion enzimatica
con Pronasa 0,01% (Sigma, St. Louis, MO, USA) y DNasa 0,035% (Sigma) y/o cortaron
en forma mecéanica en medio de cultivo sin suero (Freshney 1986). Las células obtenidas
se cultivaron en monocapas y esferoides multicelulares a 37°C en una atmésfera formada
por aire 95 % y de CO, 5 % en medio DMEM/F12 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) con 10
% de suero fetal bovino (Invitrogen) y antibiéticos. Las lineas celulares se mantuvieron
realizando repiques seriados mediante tripsinizacion (tripsina 0,25% y EDTA 0,02% en
PBS) de monocapas subconfluentes. Para formar los esferoides multicelulares se

cubrieron las placas con una capa de agar 1,5%.

Inmunocitoquimica
Las células se cultivaron sobre cubreobjetos hasta alcanzar un 50 % de confluencia en

las condiciones arriba mencionadas. Luego se lavaron, se fijaron con acetona fria, se
secaron y se re-hidrataron para ser incubadas con los siguientes anticuerpos
monoclonales humanos siguiendo las indicaciones de los fabricantes: melan A
(BioGenex, San Ramon CA, USA; clon A103), S-100 (BioGenex; clon 15E2E2), GP100
(BioGenex; clon HMBA45), vimentina (Dako, Denmark; clon V9); cytokeratina (Dako;
clones AE1/AE3). Luego de ser lavadas, se incubaron con inmunoglobulinas Multi-Link
(BioGenex) conjugadas con estreptavidina/peroxidasa y se revelaron con 3,3'-

diaminobenzidina.

Plasmidos
El pldsmido psCMVpB se construyé reemplazando el gen para la timidina kinasa de

HSV del plasmido psCMVtk (Finocchiaro LME et al., 2004) con el gen de B-galactosidasa
de E. Coli del plasmido pCMVB (MacGregor GR & Caskey T 1989). El plasmido
psCMVCcIFNB se construyé reemplazando el gen para la p-galactosidasa de E. Coli con el
gen del interferén-beta canino. Los plasmidos se amplificaron en la cepa DH5a de E. coli
(Invitrogen). Las bacterias se cultivaron en medio LB con neomicina 100 pg/ml y los
plasmidos se purificaron mediante cromatografia de intercambio i6nico (Qiagen, Valencia,
CA, USA).
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Figura 7: Estructura del pldsmido utilizado en este trabajo. Neo: gen de resistencia a la
neomicina para seleccion en bacterias. PCMV IE: promotor temprano inmediato del
citomegalovirus. Intrén y cola de poly A: del virus SV40.

Preparacion de liposomas y transfeccion in vitro
DC-Chol (3B[N-(N',N'-dimetilamino-etano)-carbamoil colesterol) y DMRIE (1,2-

dimiristiloxipropil-3-dimetil-hidroxietilamonio bromuro) fueron sintetizados y donados por
BioSidus (Fig. 4 a y c). DOPE (1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfatidil etanolamina) fue
adquirido a Sigma (Fig. 4 b). Los liposomas se prepararon a una relacion molar de
lipido/co-lipido de 3:2 (DC-Chol:DOPE) o 1:1 (DMRIE:DOPE) para luego ser sonicados
cémo se describié previamente (Felgner JH et al. 1994 y Gao X & Huang L 1995). Se
optimizé la mezcla de lipidos para cada linea celular de manera de obtener la mayor
expresion del gen marcador (B-galactosidasa) y la menor citotoxicidad. Las lipofecciones
se realizaron incubando los cultivos celulares a una densidad celular de entre 3y 7 x 10*
células/cm? (cerca de un 40 % confluencia) con lipoplexes (1pl liposomas/cm? y 0,5 ug
DNA/cm?) en medio libre de suero por un lapso de 3 a 6 horas. Las co-lipofecciones se
realizaron mezclando 0,3 pg DNA/cm? de cada gen con 1pl liposomas/cm?. En la co-
lipofeccion con bleomicina se le agregd 3 pg/mil de la droga al medio libre de suero luego

de los lipoplexes.

Tincion de la enzima B-galactosidasa
Para cuantificar la eficiencia de expresién, 24 horas post lipofeccion las células

lipofectadas con el plasmido psCMVp se tripsinizaron, fijaron en suspension, tifieron de
azul con 5-bromo-4-cloro-3-indolil B-D-galactopiranésido (X-GAL, Sigma) y se contaron

en camara de Neubauer bajo microscopio invertido (Finocchiaro LME et al., 2004).

Ensayos de viabilidad
Veinticuatro horas después de cambiar el medio libre de suero por medio con suero

fetal bovino las células se tripsinizaron y se contaron las células transfectadas con el gen
de B-galactosidasa bajo microscopio en camara de Neubauer. Para formar monocapas,

se sembraron en placas regulares de 96 pozos a una densidad de 3,5-7,0x10°
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células/pozo mientras que para formar esferoides se cultivaron sobre agar sélido 1,5 % a
una densidad de 500 a 20000 células/pozo, dependiendo de la linea celular. En todos los
ensayos se midio la viabilidad celular a los 5 dias para las monocapas y a los 12 dias
para los esferoides con el reactivo colorimétrico MTS siguiendo las indicaciones del
fabricante (Promega, Madison, WI, USA) y/o con el ensayo de la fosfatasa &cida (ver
seccion viabilidad por APH). El porcentaje de sobrevida se calculé relativizando las
absorbancias a la transfeccion control con el gen de B-galactosidasa.

Para las curvas de sensibilidad al ganciclovir (GCV) se agregaron en el dia de la
resiembra (24 h post-lipofeccion) dosis crecientes de la droga: de 0,01 a 1000 pg/ml
(sintetizado y donado por BioSidus). El porcentaje de sobrevida celular se calcul6 como el
cociente entre las absorbancias de las células incubadas en presencia y en ausencia de
GCV. La sensibilidad al GCV, expresada como la concentracién de la pro-droga que
inhibe la supervivencia celular en un 50 % de (IC 50), se estimé a partir de las curvas

dosis respuesta.

Ensayo de la fosfatasa acida (APH)
Se adapto6 el protocolo de Friedrich J et al. 2009. Se lavaron las células con 200 pul de

PBS para sacar restos de suero pues puede interferir en la medicién. Luego se agrego
100 pl de PBS y 100 pl de buffer APH (0,1 M de acetato de sodio pH 5,2; 0,1% triton y 2
mg/ml de para-nitrofenol fosfato (Sigma) agregado en el momento). Para lavar los
esferoides se centrifugaron las placas de 96 pozos para poder tomar la mayor cantidad
de sobrenadante (200 pl sobre un volumen total de 250 pl) sin tomar los esferoides.
Luego se incubaron a 37°C durante 1 hora y 30 minutos y se revelaron con el agregado
de 10 pl de NaOH 1 N. La absorbancia se ley6 en lector de ELISA a 405 nm.

Para validar la técnica en nuestro laboratorio se sembraron cantidades crecientes de
células, tanto en monocapas como en esferoides, y se revelaron con distintas técnicas
que permiten determinar la viabilidad celular (mc: APH, MTS, cristal violeta y proteinas
(Bradford MM); esf: APH y MTS). Las monocapas fueron reveladas 18 horas después de
la siembra (Fig. 8 y Tabla 1) y los esferoides a los 12 dias de crecimiento (Fig. 9 y Tabla
2). En ambas figuras el nimero de células sobre el eje X corresponde al inéculo inicial de
células. Los valores de los coeficientes de determinacion a una ecuacion lineal mas
cercanos a 1 se obtuvieron con la técnica de APH. Por lo tanto podemos concluir que es
la técnica mas apropiada para detectar cambios en la cantidad de células en ambas

configuraciones espaciales en las cuatro lineas celulares evaluadas.
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Figura 8: Determinacion de la viabilidad celular de monocapas.
cantidades crecientes de células en placa de 96 pozos y a las 18 horas se les determiné la
viabilidad celular mediante 4 técnicas: Cristal violeta (A), Proteinas (A), APH (A) y MTS (A). Los
resultados se presentan como la media + el error estandar (n=4).

Tabla 1: Coeficientes de determinacion lineal de las monocapas

Coeficiente determinacion lineal (mc)

Linea celular | APH | MTS Cristal Violeta
Ak |0,981]0,996 0,886
Bk  |0,997 0,959 0,990
Br 0,099 0,973 0,998
Rkb  |0,995|0,090 0,958

Se sembraron

. Se traz6 la curva de

tendencia lineal sobre cada curva de la figura 6 (n = 6) y se le calcul6 el coeficiente de
determinacion a una ec. lineal (R).
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Figura 9: Determinacion de la viabilidad celular de esferoides.

Células x pozo

Se sembraron

cantidades crecientes de células en placas de 96 pozos cubiertos con una fina capa de agar al
1,5% y a los 12 dias se les determind la viabilidad celular mediante 2 técnicas: APH (@) y MTS
(®@). Los datos se presentan como la media + el error estandar (n=8).

| Coeficiente determinacién lineal (esf)
Linea celular APH MTS
Ak 0,977 0,926
Bk 0,955 0,915
Br 0,986 0,965
Rkb 0,997 0,865

Tabla 2: Coeficientes de determinacion lineal de los esferoides
tendencia lineal sobre cada curva de la figura 2 (Ak; Bry Rk n = 5; Bk n = 6) y se le calculé el
coeficiente de determinacién a una ec. lineal (R?).

APH vs. MTS

. Se traz6 la curva de

Con el objetivo de obtener un esferoide Unico por pozo se modificé el nUmero de

células iniciales. Para Bk, Br y Rkb el nUmero resulté ser 5000 células por pozo mientras

que para Ak la cantidad necesaria fue 10 veces menor, 500 células. Aunque los

resultados obtenidos en las curvas de absorbancia vs. numero de células indican que la

técnica de APH es la mas apropiada para medir viabilidad celular, (Figs. 8y 9y Tabla 1

y 2) decidimos comparar los valores de sobrevida celular obtenidos con la técnica de

APH con los obtenidos mediante la técnica de MTS para la lipofeccién del gen clFN-B y
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del sistema gen suicida/GCV de las monocapas y sus respectivos esferoides en 4 lineas
celulares: Ak, Bk, Bry Rkb (Fig. 10).

Como muestra la Fig. 10, no se observaron diferencias significativas entre los valores
de supervivencia de las monocapas obtenidos con las 2 técnicas enzimaticas para
ninguno de los 2 tratamientos genéticos. Sin embargo, los valores de sobrevida para la
lipofeccion del gen cIFN-B en Br se hicieron significativamente distintos al control de B-
galactosidasa cuando fueron revelados con la técnica de APH (Fig. 10, barras amarillas
rayadas, simbolo (*) ). Al analizar los porcentajes de sobrevida de los esferoides se
encontré que hay diferencias significativas en la lipofeccion del gen clFN-B y del sistema
gen suicida/GCV entre ambas técnicas en los esferoides de Ak, Bk y Rkb que expresan
cIFN-B (Fig. 10, barras amarillas rellenas, simbolo (0) )y en los esferoides de Ak y Bk
que expresan HSVtk mas el agregado de GCV (Fig. 10, barras rojas rellenas, simbolo
(0)), siendo siempre mayores los porcentajes de sobrevida calculados con MTS. La
diferencia mas notable se ve en los esferoides de Ak que expresan el gen clFN- ya que
de acuerdo al revelado con MTS parecerian resistentes al tratamiento (Fig. 10, barras
amarillas cuadriculadas) . Esto se debe a que el tratamiento con el gen de cIFN-B
desarmo al esferoide (Fig. 11). Lo mismo ocurrié en los esferoides de Bk y Rkb. En todos
ellos, los valores de sobrevida parecieron mas elevados con la técnica MTS respecto a
los calculados con APH.

Un analisis cualitativo de los esferoides de la Fig. 11 demostré que el método de APH
proporciond los valores de supervivencia que se parecen mas a la apreciacion visual de
las fotografias. Mas aun, al comparar los porcentajes de sobrevida calculados con ambas
técnicas enzimaticas con los calculados a partir de los volimenes de los esferoides se
pudo apreciar que para ambos tratamientos los valores hallados con APH se ajustaron
mas a los hallados a partir de los volumenes que los calculados con las absorbancias de
MTS (Fig. 12).

Estos resultados junto con los resultados de las Figs. 8 y 9 indican que la técnica de
APH es la méas apropiada para determinar la viabilidad celular tanto en monocapas como

en esferoides.
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Figura 10: Respuesta a la lipofeccion del gen clIFN- B y al sistema gen suicida/GCV
de monocapas y esferoides reveladas con las técnicas de APH o MTS. El ensayo se
realizé6 como se describe en la secciones de transfeccion in vitro y viabilidad celular. Los valores
de sobrevida se calcularon relativizando las absorbancias a los valores de las células lipofectadas
con el gen de la B-galactosidasa sin GCV. Los esferoides de Ak se formaron sembrando 500
células por pozo de placa de 96 mientras que los de Bk, Br y Rkb se formaron sembrando 5000
células por pozo. Todas las lineas fueron incubadas con 1 pg/ml de GCV salvo los esferoides de
Ak que se incubaron con 0,5 pg/ml de GCV ya que 1 pg/ml de GCV resulté toxico en los
esferoides que expresan 3-gal. n = 3. El analisis estadistico se realizd por ANOVA de dos vias. -
gal 1 GCV vs. cIFN-B o HSVtk 1 GCV: (***) p<0,001; (**) p<0,01; (*) p <0,05. APH vs. MTS: (00)
p<0,01y (0) p<0,05.
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Figura 11: Fotografias de los esferoides de las lineas de melanoma canino
lipofectados con el gen del clFN- B o con el gen HSV tk mas el agregado de 1 pg/ml
de GCV. Las fotos se sacaron al dia 12 con microscopio invertido a un aumento de 100x y se
corresponden a los experimentos de la Fig. 10. En el caso de Ak, cuyos esferoides se formaron
con 500 células por pozo, se agreg6 0,5 pg/ml de GCV.
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Figura 12: Comparacion de los valores de sobrevida de los esferoides de la linea
celular Br calculados con las 2 técnicas enziméticas (APH y MTS) o midiendo
volumen. EIl ensayo se realizd6 como se describe en las secciones de transfeccion in vitro y
viabilidad celular. n = 3. El andlisis estadistico se realiz6 por ANOVA de dos vias. B-gal 1 GCV vs.

cIFN-B o HSVtk 1 GCV: (***) p<0,001; (**) p<0,01; (*) p <0,05. Volumen vs. APH o MTS no dio
diferencias significativas.
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Crecimiento de Esferoides
El tamafio de los esferoides multicelulares se calculé durante un periodo de 15 dias

midiendo el didmetro con camara de Neubauer bajo microscopio invertido (Casais CC et
al. 2006 y Finocchiaro LME et al., 2004). Para evitar la fusion de los esferoides se los
cultivd en placas de 100 mm y se los diluyd peridédicamente. El diametro se determiné
como el promedio de dos didmetros. Los resultados se expresaron como el promedio (de

un minimo de 15 esferoides) + error del promedio (n: 4 experimentos independientes).

Didmetro de esferoides a los 12 dias
Se cultivaron los esferoides en placa de 96 pozos. Se sembr6 una cantidad de células

de manera de lograr un esferoide Unico por pozo. Se midieron 2 didmetros por esferoide
utilizando el programa NIS-elements BR (modo basico) del microscopio Nikon modelo

eclipse TE 2000-S. Se calcul6 el volumen segun: mm*(diam.menor)2*diam.mayor/6.

Andlisis del ciclo celular por citometria de flujo
Células sin tratar y lipofectadas con los genes HSVtk o B-gal se cultivaron por 48 horas

en presencia de GCV 1 pg/ml. Luego se tripsinizaron, se fijaron en etanol 70% (v/v) a
-20°C por 1 h, se incubaron con RNasa y se tifieron con ioduro de propidio 10 ug/ml por
30 min en oscuridad. Las muestras se evaluaron en un citbmetro de flujo Becton
Dickinson FACScan (Franklin Lakes, NJ, USA) en un sélo canal y se analizaron los datos

con el programa CellQUEST de Becton Dickinson (Altamirano NA et al. 2007).

Pacientes
Perros con diagnostico confirmado de melanoma fueron reclutados para el estudio

(Finocchiaro et al., 2008 y Finocchiaro LME & Glikin GC 2008). Los propietarios de los
perros fueron notificados acerca de la naturaleza experimental del tratamiento, y todos
firmaron en conformidad su consentimiento (Finocchiaro et al., 2008 y Finocchiaro LME &
Glikin GC 2008). EI tratamiento fue ejecutado por profesionales veterinarios

especialmente entrenados.

Tratamiento
Los pacientes seleccionados para este estudio presentaron enfermedad local (tumor

parcialmente resecado o recurrencia post-quirirgica) y recibieron en el tumor remanente
0 &reas adyacentes multiples inyecciones de lipoplexes portadores de psCMVtk (DNA1-4
mg) co-administrado con GCV (5-20 mg), de acuerdo al tamafio tumoral. Asi continuaron
con el tratamiento semanal en forma cronica o hasta la desaparicion de toda evidencia de
enfermedad local (Finocchiaro LME & Glikin GC 2008). Ademas, entre 5 y 10 dias
después de la cirugia, los pacientes fueron sometidos a control clinico y tratados una vez

por semana, por 5 semanas, con una vacuna subcutidnea compuesta por células
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tumorales autélogas y/o alogénicas formolizadas y células xenogénicas CHO irradiadas
productoras de 20—-30 mg de hIL-2 y hGM-CSF (Finocchiaro LME & Glikin GC 2008). Los

volimenes tumorales se calcularon como 4/3XmTXriXroXrs.

Curvas dosis-respuesta a la bleomicina
Se sembraron las células en placas de 24 pozos y se las co-incubdé con

concentraciones crecientes de bleomicina (de 0,1 a 30 pg/ml) como se indica en el
apartado de transfecciones in vitro. Una vez terminada la transfeccién se procedié como
se indica en la seccion de viabilidad celular. La viabilidad se determind con la técnica de
APH.

Curva de lipoplexes y lipofeccion a 8C
Las diluciones de lipoplexes se realizaron a partir de los lipoplexes 1X (1ul

liposomas/cm?y 0,5 pg DNA/cm?). Para bajarle la temperatura a las células se las incub6
1 h antes de la transfeccién con medio fresco en la heladera en un recipiente de tapa
hermética con agua y 5% CO, y se mantuvieron en esas condiciones durante la
transfeccion. Al finalizar el tiempo de incubacion con los lipoplexes se descart6 el medio y
las células se lavaron 3 veces con medio con suero a la temperatura correspondiente
para terminar el proceso de lipofeccion y descartar remanentes de bleomicina y
lipoplexes. Una vez terminada la transfeccion se procedié como se indica en la seccion

de viabilidad celular. La viabilidad celular se determiné con la técnica de APH.

Deplecion de potasio
Se armdé un protocolo para sacar el potasio de las células tumorales adaptando los

procedimientos descriptos por Larkin JM (1983) y por Rejman J (2004 y 2005). Se lavaron
las células con buffer sin potasio (140 mM NacCl; 20 mM Hepes pH 7,4; 1 mM CaCly; 1
mM MgCl, y 1 mg/ml d-glucosa). Para quitar el potasio se las incubé por 5 min en medio
hipoténico (1:1 agua:buffer sin potasio) seguido de 3 lavados de 5 min cada uno con
buffer sin potasio para darle tiempo a las células de volver a su tonicidad. Las células
control recibieron el mismo tratamiento pero con buffer con potasio (140 mM NacCl; 20
mM Hepes pH 7,4; 1 mM CaCl,; 1 mM MgCl,; 10mM KClI y 1 mg/ml d-glucosa).
Finalmente se les agregd un volumen minimo del buffer con o sin potasio, se agregaron
los lipoplexes y la bleomicina y se incubaron por 30, 60 y 90 minutos. Una vez terminada
la transfeccion se procedi6 como se indica en la seccion de viabilidad celular. La

viabilidad celular se determiné con la técnica de APH.
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Tincion de lipoplexes con SYBR Green
El DNA plasmidico se incub6 con SYBR Green (9X) por 5 minutos. Luego se agregé la

mezcla de lipidos cationicos y las células se lipofectaron en las condiciones normales.
Para la tincion con DAPI se les agregé medio con suero con distintas diluciones de DAPI
(1X; 10X y 100X) y se las dejé incubando durante 1 hora antes de iniciar la lipofeccion. Al
finalizar la transfeccidn las células se lavaron 1 vez con medio sin suero y se fijaron con
una solucion de glutaraldehido y formaldehido en PBS. La soluciéon de fijacién fue
agregada secuencialmente, diluida en medio sin suero (25%; 50% y 100%). Las fotos se
sacaron con el microscopio de fluorescencia Nikon modelo eclipse TE 2000-S con
aumento de 200X.

Los lipoplexes se vieron como puntos discretos fuera y dentro del citoplasma de las
células (Fig. 13 arriba izquierda y abajo derecha, respectivamente) . Como control se
incubaron las células con el DNA plasmidico solo. En estas células no se detectd ningln
puntillado en el citoplasma (Fig. 13 arriba derecha) . En ambos casos se observé una
fuerte tincion nuclear, debido al SYBR Green remanente. El exceso de SYBR Green no
es trivial pues de esta manera se asegura que todos los lipoplexes estén tefiidos y hace
mas facil la determinacién de células positivas (puntillado citoplasmético) ya que se tifien
los nlcleos de todas las células (al superponer las fotos sacadas con luz blanca y con las
de luz fluorescente la intensidad del puntillado disminuye bastante, dificultando la
determinacion de células positivas). Mas aun, la intensidad en la fluorescencia al incubar
las células con DNA plasmidico pretefiido con SYBR Green fue siempre menor que la
intensidad observada en las células incubadas con SYBR Green solo, indicando que el
SYBR Green se une al DNA plasmidico. Para tratar de discernir entre el nuevo DNA
incorporado y el DNA de la célula se pretifieron las células con DAPI y luego se las
incubd con los lipoplexes tefiidos con SYBR Green. Normalmente el DAPI se usa para
tefir células fijadas, por lo tanto se probaron las 3 diluciones mencionadas en el parrafo
superior. Las diluciones 1X y 10X no lograron tefiir la totalidad de las células. La
concentracién oOptima fue 100X. Lamentablemente, cuando se observaron las células
luego de la incubacion con los lipoplexes se vio que el exceso de DAPI tifié algunos de
los lipoplexes. Por lo tanto la pretincién con DAPI no ayuda a discernir entre el nuevo
DNA incorporado y el DNA celular. También se intent6 teflir las células con falloidina,
para poder observar los filamentos de actina y asi poder delimitar los bordes celulares.
Sin embargo, la tincion disminuy6 la cantidad de lipoplexes dentro de la célula. Por todo
esto, se decidid trabajar solamente con SYBR Green. Se sacaron fotos con luz blanca de
todos los sectores de las placas que fueron fotografiados con fluorescencia. De esta

manera, si en el momento de contabilizar la cantidad de
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Lipoplexes 1X en SN Ak+DNA plasmidico

Ak+lipoplexes 1X

Figura 13: Observacion de los lipoplexes tefidos con SYBR Green bajo

microscopio de fluorescencia. SN = solucién. Concentracién de DAPI = 100X. Las fotos se
sacaron con un aumento 200X.
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células con puntillado citoplasmatico habia alguna duda sobre a cual célula pertenecia el
puntillado, se podria recurrir a la foto con luz blanca para una correcta determinacion.

Primero se estudi6 la presencia de puntos en el citoplasma a lo largo del tiempo. Para
ello se incubaron a Ak y Rkb con la concentracion 1X de lipoplexes y se fueron fijando las
células a distintos tiempos: 30, 60, 90, 120 y 150 min. En ambas lineas celulares la
intensidad de fluorescencia y la cantidad de puntos por célula fue aumentando a lo largo
del tiempo. En Ak la intensidad se mantuvo constante a partir de los 90 min de incubacion
mientras que en Rkb se mantuvo a partir de los 120 min. Al incubar con SYBR Green solo
la intensidad de la fluorescencia fue la misma a los 30 y 120 min, sugiriendo que el
aumento en la intensidad durante la incubacién con los lipoplexes se debe a una mayor
incorporaciéon de los mismos a lo largo del tiempo. En vista de los resultados obtenidos se

decidié observar a Ak y a Rkb a los 120 min en los experimentos posteriores.

Estadistica
Los resultados se expresaron como la media + el error estandar de la media (e.e.m.)

(n: nimero de experimentos independientes). La verificacidon de los supuestos de los
andlisis estadisticos se hizo con el Infostat version Libre. El analisis estadistico se hizo
con el demo del programa GraphPad Prism version 5.0. Las diferencias entre las medias
de los grupos fueron determinadas por analisis de la varianza de una via o de dos vias
(ANOVA). En ambos casos se uso el post-test de Bonferroni para determinar el nivel de
significacion entre las medias. En los casos donde se analiz6 el ajuste a curvas dosis-
respuesta se selecciond la ecuacion de Respuesta normalizada vs. logaritmo de

concentracion con pendiente de Hill variable.
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Establecimiento y caracterizacion de lineas celulares derivadas de
melanoma espontaneo canino

Las lineas celulares de melanoma mostraron una considerable heterogeneidad

Quince lineas celulares de melanoma canino, obtenidas por el procesamiento de
tumores extraidos con cirugia de: mucosa oral (Br, Bk, Btl Cl, Ds, Fk, Kg, Rka, Rkb, Rd,
Sc, Tr) y ocular (AK) y metastasis hepatica (LI) se mantuvieron en cultivo por mas de 100
repiques.

De acuerdo a los tiempos de duplicacién (TD) de los cultivos con bajos repiques (de 20
a 60), se dividieron en 3 grupos: un grupo de rapido crecimiento con TD = 23 h (Bk, Cl,
Ds, Fk, LI, Sc, Tr), otro intermedio con TD = 29 h (Br, Rka) y otro lento con TD = 40 h (AK,
Btl, Bts, Kg, Rd, Rkb) (Tabla 3).

Cultivadas en monocapa, 13 lineas mostraron una morfologia fibroblastoide y otras 2
epitelioide. Con respecto a la adherencia al plastico, 8 lineas presentaron una adherencia
débil, como ya se informé para otras lineas derivadas de melanoma canino, mientras que

las restantes presentaron una adherencia normal.
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Figura 14: Analisis por citometria de flujo. Células creciendo en monocapa por 2 dias
fueron cosechadas fijadas y tefiidas con ioduro de propidio. El contenido de DNA se analizé por
citometria de flujo como se describe en Materiales y Métodos.

Kg presenté tres tipos celulares diferentes: (i) tipo fibroblastoide, (ii) células grandes
con un nadcleo claramente distinguible y (iii) células grandes multinucleadas (datos no
mostrados). Esta heterogeneidad celular de Kg fue corroborada por citometria de flujo
donde se observan 3 picos (Fig. 14). Esta diversidad se deberia al hecho de que los
cultivos no fueron sometidos a procesos especificos de seleccion.

Las células tumorales expresaron in vitro marcadores especificos para melanoma

Los melanocitos provienen del neuroectodermo embrionario y retienen la capacidad de

diferenciarse a células tipo fibroblastoide o epiteloide. Esta caracteristica hace muy dificil
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la identificacion del melanoma canino en tumores amelanéticos, necesitdndose la
determinacion de marcadores especificos para facilitar el diagnéstico.

La inmunocitoquimica de células creciendo en monocapa evidencié una tincion pareja
y leve de vimentina (un filamento intermedio que es expresado en tejidos normales
mesenquimaticos y neuroectodérmicos) en 9 de las 15 lineas celulares. Las lineas
celulares restantes, Bk, Btl, Bts, Rd, Rka y Tr presentaron una expresion de vimentina
elevada. La expresion de S100, una isoforma de la proteina de unién a calcio que es
expresada en células de origen neuroectodérmico, fue elevada en Br, Btl, Kg, moderada
en Ak, LI, Rd, Sc y baja en Bk, Bts, Cl, Ds, Fk, Rka, Rkb, Tr. Otros dos antigenos de
melanoma utilizados como marcadores por su alta especificidad y sensibilidad son el
Melan A (expresado en células pigmentadas) y el gpl00 (expresado en melanocitos
activados). La tincion de Melan A fue alta en Ak, Br, Btl, Ds, Rd; moderada en Bts, Kg,
Rkb, Sc; baja en Bk, Cl, Rka, Tr y negativa en Fk, LI (provenientes de tumores
amelanoticos). La expresion de gp100 se presento alta en Br, moderada en Btl, Rd; baja
en Ak, Bk, CI, Ds, Kg, Rka, Sc y negativa en Bts, Fk, LI, Tr.

Tiempo de

# | Linea Celular | Duplicacién Vimentina | S100 Melan A Gp100 [Citoqueratina
(h)

1 Ak 40,4+0,9 + ++ +++ + -
2 Bk 22,020 +++ + + + ++
3 Br 29,6 +0,2 + +++ +++ ++++ ++++
4 Btl 450+4,1 ++++ +++ +++ ++ -
5 Bts 35,1+3,0 ++++ + ++ - -
6 Cl 20,8 0,2 + + + + -
7 Ds 22,2+1,9 + + +++ + -
8 Fk 223+24 + + - - -
9 Kg 41,3+2,3 + ++++ ++ + -
10 LI 21517 + ++ - - -
11 Rd 43,0+1,1 ++++ ++ ++++ ++ +++
12 Rka 28,0x2,0 ++++ + + + ++
13 Rkb 36,7+0,6 + + ++ n.d. -
14 Sc 25,7+0,3 + ++ ++ + -
15 Tr 22,0+£1,0 ++++ + + - +

Tabla 3: Marcadores tumorales en células de melanoma canino cultivadas en
monocapa. Células creciendo por 3 dias en monocapa fueron fijadas y tefiidas con marcadores
especificos para diagnostico de melanoma como se describe en Materiales y Métodos. El
crecimiento en funcion del tiempo fue determinado por conteo de células que excluian azul tripan.
n.d.: no determinado.

Aunque se esperaba una tincién negativa para citoqueratina (marcador especifico de

gueratinocitos) 5 lineas celulares mostraron tinciones positivas (Bk, Br, Rd, Rka, Tr).
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Estas 5 lineas también tifieron positivamente para vimentina. La co-expresién de estos
dos marcadores, relacionada con un comportamiento mas invasivo y metastatico (Hendrix
MJ et al. 1992), se deberia a un estado de desdiferenciacion de estas células tumorales o
a la presencia de células del estroma tumoral. En resumen, tanto el analisis morfolégico
como los resultados de las tinciones inmunocitoquimicas confirmaron el diagnéstico de

melanoma (Tabla 3).

Las células de melanoma crecieron in vitro como esferoides multicelulares

Todas las lineas de melanoma canino fueron capaces de crecer como esferoides
multicelulares en suspension (Fig. 15).

El curso temporal de la formacion de esferoides varié entre una linea y otra, asi como
el tamafo, la forma y el grado de compactacion de los mismos. Es sumamente
interesante notar la alta similitud que suele existir entre los esferoides y los tumores
sélidos in vivo que los originan (Ramos-Vara JA et al. 2000). Asi, determinadas lineas
celulares formaron esferoides muy compactos y generalmente redondeados donde las
células aparecian intimamente asociadas entre ellas impidiendo distinguir los limites
intercelulares (Ak, Br, Btl, Bts, Cl, Ds, Fk, LI, Rd), mientras que otras formaron agregados
de compactacion intermedia (Kg, Sc, Tr) o0 mas laxos e irregulares, en los que fue posible

observar claramente células individuales (Bk, Rka, Rkb).
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Figura 15: Morfologia de los esferoides de melanoma canino. Células derivadas de
melanomas caninos creciendo en suspension por 3 dias fueron observadas por microscopio
invertido de contraste de fases y fotografiados (200X).
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Respuesta a la transferencia génica no viral del sistema del gen suicida
HSVtk/GCV

Los esferoides de melanoma presentaron respuestas variadas al gen suicida

Los esferoides multicelulares constituyen el modelo in vitro mas adecuado para
evaluar el efecto de la configuracion espacial de las células tumorales sobre el
tratamiento con el gen de la timidina kinasa del herpes virus simplex/ganciclovir
(HSVtk/GCV) (Altamirano NA et al. 2007, Finocchiaro LME et al. 2004 y Mueller-Kleiser W
1997). La citotoxicidad de concentraciones crecientes (0,01 a 1000 pg/ml) de la pro-droga
GCV fue ensayada en células de melanoma que expresaban transitoriamente B-gal o
HSVik, cultivadas como monocapas o esferoides. Como se observa en la Fig. 16, las
monocapas sub-confluentes derivadas de diferentes tumores mostraron sensibilidades
muy distintas al sistema HSVtk/GCV. Las monocapas mas sensibles fueron Ak, Bk, Kg,
Rka, Rkb, Sc cuyas eficiencias de transfeccion variaron de 26-53% (Ak, Bk, Rka, Sc) a 9-
12% (Kg, Rkb). Por otra parte las monocapas de Br, Fk, LI con porcentajes de lipofeccion
intermedios (10-17%) y las de Rd con baja eficiencia (2%), fueron resistentes al
tratamiento HSVtk/GCV.

Otro grupo, con porcentajes de transfeccion entre bajos e intermedios (Btl, Bts, Cl, Ds,
Tr: 5-20%), presentO respuestas parciales al sistema ensayado. Dentro de este ultimo
grupo, las células Ds controles de lipofeccion (B-gal) presentaron una sensibilidad basal
elevada a GCV, probablemente debido a una actividad timidina kinasa intrinseca
aumentada, resultando en una curva dosis respuesta similar a la de las células Ds que
expresaban HSVtk.

HSVtk no sensibilizé significativamente a Br, Fk, LI en ninguna configuracién espacial;
mientras que Ak, Bts, Ds, Rka, Tr presentaron sensibilidades similares en esferoides y
monocapas.

Por otro lado, en células Bk, Btl, Cl, Kg, Rkb, Sc, lipofectadas con HSVtk se observé
un corrimiento hacia la derecha de las curvas de supervivencia de los esferoides con
respecto a las de sus respectivas monocapas. Esta observacion pondria en evidencia el
fenotipo de resistencia multicelular (MCR) en los esferoides.

Sorprendentemente se produjo un corrimiento hacia la izquierda en las curvas de
supervivencia de Rd y Tr para las dosis de relevancia farmacolégica de GCV (1-10
pg/ml). Este fendmeno podria estar asociado a un importante efecto bystander que
contrarresto la resistencia multicelular en la configuracion 3D.

La gran sensibilidad de los esferoides de Ak al sistema gen suicida/GCV, con curvas

de supervivencia similares en monocapas y esferoides, se deberia al alto porcentaje de
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lipofeccion de las mismas (53%). No obstante, las curvas de supervivencia de Tr, cuya
eficiencia de transfeccion es intermedia (18%), también resultaron similares entre si.

La gran variabilidad en las eficiencias de lipofeccién de las células podria explicar la
heterogeneidad de las respuestas. Sin embargo, no se encontré ninguna correlacion
entre la supervivencia de monocapas y de esferoides sensibles, con sus porcentajes de
transfeccién respectivos (datos no mostrados).

Como se observa en la Tabla 4, las concentraciones inhibitorias 50 (IC 50) de los
esferoides y monocapas evidenciaron que la sensibilidad de los esferoides al tratamiento
con gen suicida es cuantitativamente distinta en cada tumor.

Comparados con sus respectivas monocapas, los esferoides Bk, Btl, Cl, Kg, Rkb, Sc
que expresaban el gen de HSVik, resultaron ser ligeramente sensibles al GCV mientras
que los de Bts, Ds, Rka fueron medianamente sensibles. Al comparar los esferoides
lipofectados con B-gal (controles) con los que expresan HSVtk se observa que los de Ak,
Ds, Rd, Rka, Rkb, Sc y Tr fueron de 3 a 1064 veces mas sensibles, lo que apoyaria la
factibilidad de aplicacion de este tratamiento in vivo.

Por otra parte, los esferoides de Fk, Kg, LI lipofectados con HSVtk no evidenciaron un
aumento significativo de sensibilidad en comparacion con los esferoides que expresan -
gal.

A las concentraciones mas bajas de GCV se observaron valores de supervivencia
mayores al 100% en algunas lineas tumorales (BK, Br, Btl, Bts, Cl). Aunque las curvas de
supervivencia de HSVtk siempre estuvieron por debajo de las de B-gal, sus elevados

valores de supervivencia (>50%) impidieron determinar las IC 50 de ambas.
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describe en Materiales y Métodos. La viabilidad celular se determin6 con el ensayo de MTS. n = 4.
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Linea | (Sobrevida o6 (Sobrevidazg) | BORIHSVEK | Hovyc | Efciencia de
celular Esf/ Mc
B-gal HSVtk B-gal HSVtk Mc Esf (%)
Ak 230+78 0,27 £0,19 34 +17 0,82 +0,22 849 41 3 53+14
Bk 12+7 0,025 +0,01 >1000 >1000 474 >1 >40500 43+8
Br >1000 297 + 144 >1000 >1000 34 >1 >3,4 10+1
Bts 760 + 163 105+74 >1000 >1000 7,3 >1 >9,6 11+£3
Btl 750 + 166 6,8+1,5 >1000 >1000 110 >1 > 146 5+2
Cl 79 £ 50 50+£2,0 >1000 >1000 15 >1 186 20+ 4
Ds 30+£10 3,0£2,0 390 + 132 7715 10 5 25 9+5
Fk 68 +23 39+3,0 56 + 19 67 +21 1,7 0,8 2 10+3
Kg 309+131 | 0,64 +0,45 >1000 >1000 483 >1 >1500 9+4
LI 470 £58 477 £ 62 64 £26 159+114 1 0,4 0,3 17+8
Rd 336 £ 212 202 £117 730+ 76 305 1,7 24 0,15 2+1
Rka 24 +16 0,05 £0,02 >1000 0,94 £ 0,04 474 >1064 19 32+9
Rkb 76 £32 0,045+0,01 | 578 +153 205 +81 1690 2,8 4550 12+1
Sc 392 £123 0,14 £ 0,05 >1000 133 +68 2798 >8 946 26 £11
Tr 354 +110 26+1,2 108 + 32 0,17 £ 0,09 135 650 0,06 18+3

Tabla 4: Sensibilidad al GCV de células que expresan HSV tk y B-gal cultivadas
como esferoides y monocapas. La eficiencia de lipofeccion se determiné como se describe
en materiales y métodos. Los datos de sobrevida corresponden a las medias + error estandar de la
media de las concentraciones de GCV que produjeron un 50% de reduccién de la viabilidad celular
en los experimentos mostrados en la Fig 16.

Citotoxicidad del gen suicida a una concentracion intratumoral de GCV similar a la
utilizada in vivo

Se estimé la citotoxicidad del gen suicida HSVtk a la concentracion
farmacologicamente relevante de GCV (1lpg/ml), similar a la utlizada en nuestros
pacientes caninos (3 pg/ml). En estas condiciones, semejantes a las usadas in vivo, el
gen suicida/GCV eliminé una parte substancial de las células que expresaban HSVtk, sin
afectar a las células que expresaban 3-gal (Fig. 16).

Cuando se crecieron en monocapas subconfluentes, 4 de las 15 lineas celulares
lipofectadas con el gen de HSVtk no fueron sensibles al GCV (1ug/ml) (Fig. 17a),
mientras que las 11 lineas celulares restantes mostraron valores de supervivencia
significativamente menores a los valores de los controles B-gal (Fig. 17b,c). Tres de las 4
lineas cuyas monocapas resultaron insensibles al gen suicida/GCV, mantuvieron el
fenotipo al crecer como esferoides. Solamente el crecimiento de los esferoides de Rd
resulté inhibido por el tratamiento (p<0,001). En el grupo de monocapas sensibles (11
lineas celulares), 7 lineas (Ak, Bk, Bts, Ds, Rka, Rkb, Tr) mantuvieron una respuesta
significativa al ser cultivadas en 3D mientras que las 4 restantes la perdieron (Btl, Cl, Kg y
Sc).
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Solo 6 lineas de las 11 del grupo sensible presentaron un fenotipo resistente (MCR),
donde la supervivencia de las monocapas (%Mc) fue significativamente menor que la de
los esferoides (%Esf). De todos modos, 2 de 6 lineas celulares con MCR y las 5 de 5 que
de

significativamente menores a los de los controles (que expresaban [B-gal). Estos

no presentaron MCR mostraron valores

supervivencia como esferoides
resultados sugieren que a pesar del efecto MCR, el sistema HSVtk/GCV resulté lo

suficientemente efectivo como para ser aplicado exitosamente en células de melanoma

tanto in vitro como in vivo en un 50% de los casos.
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Figura 17: Sensibilidad al GCV 1 pg/ml de células que expresan HSV tk y B-gal
cultivadas como esferoides y monocapas. Los resultados corresponden a los porcentajes
de sobrevida de la Fig. 15 para la dosis de 1 yg/ml de GCV. (a) Células que no presentaron MCR;
(b) células que presentaron MCR; (c) monocapas no sensibles al sistema HSVtk/GCV. HSVtk vs.
B-gal: (***) p<0,001; (**) p<0,01; (*) p <0,05. Esferoides vs. monocapas: (0oo) p<0,001; (o)
p<0,05.
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La resistencia de los esferoides al gen suicida in vitro se correlacioné inversamente con la
sensibilidad de la monocapa

Para cuantificar el efecto de la configuracién espacial en la accion del sistema suicida
se definié un indice de resistencia multicelular (MCRi) como: MCRi = (%Esf - %Mc)/%Mc.

Como se observa en la Fig. 18, se encontrd una correlacion inversa entre el MCRi y el
porcentaje de supervivencia de las monocapas, aparentemente con una tendencia
potencial (R? = 0,81).
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Figura 18: indice de resistencia multicelular (MCRI). Correlacion respecto de la

supervivencia de la monocapa correspondiente a la concentracion de GCV 1 ug/ml. Cada punto
corresponde a una linea celular. Sélo las lineas celulares que presentaron MCR se incluyeron en
el gréfico. La curva de tendencia fue calculada por regresion potencial.

La sensibilidad de los esferoides al gen suicida in vitro se correlacioné con la respuesta
de los tumores de los pacientes caninos in vivo

Como ya fue informado (Finocchiaro LME et al. 2008 y Finocchiaro LME & Glikin GC
2008), los pacientes con melanoma espontaneo canino recibieron inyecciones
intratumorales de lipoplexes conteniendo el gen HSVtk y GCV una vez por semana,
durante 5 semanas. La Tabla 5 resume la respuesta a la terapia de gen suicida de los
tumores in vivo y de las lineas celulares derivadas de éstos al ser cultivadas in vitro en
monocapa Yy esferoides.

Entre los 6 tumores (Btl, Bts, Br, Cl, Ds, Sc) que presentaron una enfermedad estable
(SD) durante las 5 semanas de tratamiento con gen suicida (Tabla 5), 4 (Bts y Ds
exceptuado) mantuvieron la insensibilidad al sistema HSVtk/GCV al ser crecidos como
esferoides, mientras que 5 de 6 (Br exceptuado) fueron sensibles al ser cultivados en

monocapa.
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In vivo In Vitro

Paciente/ -

Inea [nqi?e Volumen Tumoral Respuestas Sobrevida (%) Grado d_e,

celular mitdtico Inicial . clinicas , compactacion

tumoral (cm) Final (%) Monocapas |Esferoides | de esferoides

Ak 2,5¢0,3 | 1,0#0,2 | 25,0+3,0 PR 3145 4613 +++

Bk 3,3%0,7 | 15,0¢+2,0 | 49,0+5,0 PR 2243 6415 +

Br 4,2+¢05 | 4,080,4 | 70,08,0 SD 87+7 7943 —

Bt 4,0£0,6 | 25,04£3,0 | 123,0£14,0 sD 653 9748 4

Bts 2,5+0,3 | 87,0¢9,0 | 59,0+7,0 SD 7245 72 £10 +++

Cl 2,0¢0,4 | 36,0¢5,0 | 85,0+9,0 SD 6616 8748 ++H+

Ds 4,105 | 17,0£2,3 | 65,0 48,0 SD 73+12 8148 +++

Fk 4,5+0,7 | 12,0£2,0 >600 PD 9845 10745 ++

Kg 3,5¢0,4 | 3,0+1,0 | 50,0+7,0 PR 4148 78413 ++

LI 45406 | 13+1,4 | >345n.t. PD 1034 11616 e

Rd 3,9¢0,5 | 25,0¢3,5 | 48,046,0 PR 7845 6246 +++

Rka 3,240,4 | 20,0¢2,4 | 43,0£5,0 PR 304 51+2 +

Rkb 3,0¢0,3 | 55,0¢7,8 | 48,0£7,0 PR 4245 677 +

Sc 4,0£0,4 | 12,0£15 | 62,0+8,0 SD 3447 8413 ++

Tr 2,240,2 | 22,0¢3,2 | 35,0£5,0 PR 55+6 3845 ++
Tabla 5: Respuestas del melanoma a la transferencia de gen suicida in vitro vs. in

Vivo. Los pacientes caninos fueron tratados y los volimenes tumorales se midieron el dia 42
como fue descripto (Finocchiaro LME & Glikin GC 2008) Los porcentajes de sobrevida de
monocapas y esferoides corresponden a una concentracion de GCV 1ug/ml (ver Fig. 16). n.t.: no
tratado. PD: enfermedad progresiva; PR: respuesta parcial; SD: enfermedad estable. El indice
mitético tumoral fue el promedio de imagenes mitéticas contadas en 10 campos de alto poder no
superpuestos y consecutivos (500 um de diametro).

Entre los 7 tumores que mostraron respuestas objetivas (Ak, Bk, Kg, Rd, Rka, Rkb,
Tr), 6 mantuvieron una respuesta significativa a HSVtk/GCV cuando crecieron como
esferoides, mientras que Kg la perdi6. Cuando fueron cultivadas como monocapas
subconfluentes, 6 de las 7 lineas tumorales (Rd exceptuada) mantuvieron la sensibilidad
al sistema HSVtk/GCV (Tabla 5).

Un hallazgo notable fue la alta correlacion entre la respuesta al gen suicida de los
tumores in vivo con la de los respectivos esferoides producidos con las lineas celulares
derivadas (R?=0,85). Este resultado tiene mayor relevancia al no haberse hallado ninguna
correlacion cuando las mismas células fueron cultivadas como monocapas
subconfluentes (R?=0,29) (Fig. 19). Este resultado alienta la implementaciéon de los
esferoides como un modelo experimental mas realista para optimizar y predecir la

respuesta in vivo de los tumores respectivos a distintas estrategias terapéuticas.
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Figura 19: Sensibilidad al sistema de gen suicidai  n vitro vs. in vivo. Correlacién de la
sobrevida in vitro al gen suicida/GCV (1 pg/ml) en monocapas (A) y esferoides (@) a los dias 5y
12 respectivamente (Fig. 16), y las respuestas de los tumores originales in vivo después de 5
tratamientos semanales (so6lo se consideraron respuestas PR y SD, Tabla 5). Las curvas de
tendencia fueron calculadas por regresion polinomial.

Ademas, los datos obtenidos sugieren que la resistencia multicelular al tratamiento con
gen suicida detectada en los esferoides, también ocurrio en los tumores in vivo.

Una limitacién de nuestro sistema de esferoides en cultivo en lo referido a emular el
microambiente tumoral es el hecho de no contener células estromales tales como
fibroblastos, células endoteliales, o células inmunes como macréfagos, asesinos
naturales (NK), linfocitos T/B, etc. Aun cuando podemos suponer que las células
estromales tendrian un papel clave en el resultado del tratamiento a largo plazo in vivo,
en este caso particular parece que el tratamiento con HSVtk/GCV de los esferoides,
principalmente compuestos por células tumorales policlonales, constituydé un modelo muy
adecuado para imitar la situacién in vivo. Asi, tanto in vivo como in vitro, el sistema de
gen suicida funciond principalmente a través de su efecto directo sobre las células
tumorales.

Ademas, los melanomas caninos presentaron normalmente baja infiltracion de células
inmunes. El incremento de la infiltracion posterior al tratamiento con gen suicida respecto
de las biopsias previas, no fue suficiente para quebrar la inmuno-tolerancia hacia
autoantigenos y el microambiente tumoral inmunosupresor (Finocchiaro LME et al. 2008).
Por lo tanto, la efectividad del efecto bystander no estaria limitada a la citotoxicidad de las
células inmunes infiltradas, sino especialmente a la amplificacion mitocondrial de la
apoptosis/necrosis inducida por el gen suicida. Los radicales libres mitocondriales,
difundiendo o pasando a través de células adyacentes y produciendo dafio oxidativo,
lograrian que sélo unas pocas células expresando HSVtk sean capaces de iniciar la

destruccion de una porcion importante de los esferoides (Finocchiaro LME et al. 2004).
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Figura 20 : Correlacion entre el MCRi y (a) la velocidad de crecimiento radial de los

esferoides derivados, (b) los indices mitéticos de los tumores originales. Ver Tabla 5.
Las curvas de tendencia fueron calculadas por regresién lineal (a) y polinomial (b). Los
crecimientos radiales diarios de los esferoides (um) fueron determinados como se describe en
Materiales y Métodos: Bk, 7,0+1,0; Btl, 3,0+0,2; Cl, 3,3+0,1; Kg, 6,5+0,7; Rkb, 4,5+0,4; Sc: 9,0+0,9.

La resistencia de las células tumorales al gen suicida in vivo e in vitro se deberia al
recrecimiento

La region de los esferoides con replicacion activa y por lo tanto sensible al sistema del
gen suicida, se encuentra mayormente en las capas externas del esferoide, como
monocapas en la superficie de una esfera (Casais CC et al. 2006 y Finocchiaro LME et al.
2004). Entonces se podria inferir que la correlacién inversa entre los esferoides con MCR
y la supervivencia de la monocapa se deba a una rapida repoblacién por pasaje de
células quiescentes a la fraccion proliferativa, luego del tratamiento con gen suicida
(Casais CC et al. 2006, Desoize B & Jardillier JC 2000 y Finocchiaro LME et al. 2004). Si
este fuese el caso, el MCRi deberia correlacionarse con el grado de crecimiento radial de
los esferoides. De hecho esto se observa en la Fig. 20a donde se ve que el aumento
radial diario de los esferoides (en fase lineal de crecimiento) es proporcional al MCRI,
siguiendo una tendencia lineal (R?=0,98). En contraposicion, no se observé correlacion de
los tiempos de duplicacion de las monocapas con el MCRi (R?=0,13) ni con el crecimiento
radial diario (R?=0,30) (datos no mostrados). Es méas, no se encontré ninguna correlacion
entre el MCRi y el grado de compactacion de los esferoides, parametro que podria
afectar la expresion transitoria de los transgenes (Casais CC et al. 2006).

Este fenbmeno, denominado “resistencia por re-crecimiento” ya fue demostrado en
pacientes y también fue observado en esferoides (Desoize B & Jardillier JC 2000 y Brown

JM & Giaccia AJ 1998). Luego de radioterapia o quimioterapia, una gran proporcion de
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las células externas en divisién celular, que tienen un acceso irrestricto a los nutrientes
por estar en la periferia, mueren. Subsecuentemente, las células quiescentes que se
encuentran cerca de la periferia logran un mejor acceso a los nutrientes. De este modo
las células quiescentes retoman su ciclo celular, se dividen y asi nuevas células ocupan
los lugares que habian quedado vacantes en el tumor.

Como era de esperar, el MCRIi también correlaciona con el indice mitético de los
tumores originales (R?=0,93), hecho que apoya la teoria de una rapida repoblacién por re-
crecimiento tumoral como responsable de la MCR (Fig. 20b). Estos resultados, en
concordancia con datos ya informados que muestran una alta correlacion entre el indice
mitético y la malignidad de los tumores (Spangler WL & Kass PH 2006), podrian explicar
la r4pida progresion in situ de estos tumores tan agresivos observados en los pacientes
(Finocchiaro LME & Glikin GC 2008).

Como se deduce de la Fig. 20a, b, la correlacién entre los indices mitdticos de los
tumores originales y el crecimiento radial de los esferoides derivados de estos (R?=0,95,
datos no mostrados) confirman la similitud en el comportamiento entre los tumores in vivo
y sus modelos in vitro.

Durante nuestro estudio clinico veterinario, el paciente Kg mostr6 una respuesta
parcial mientras que Btl, Cl y Sc presentaron una enfermedad estable durante las 5
semanas que duré el tratamiento. El tumor de Sc mostré una rapida progresion in situ
antes de la terapia génica, el volumen aument6 5 veces en sélo 5 semanas (12,0 ml a
63,7 ml). Durante las 5 semanas de tratamiento, el crecimiento tumoral cesé y
subsecuentemente el tumor se redujo un 38%. Hubo poco cambio en el tamafio durante
las 10 semanas siguientes, pero luego el tumor retomd su crecimiento (Finocchiaro LME
& Glikin GC 2008).

Por otro lado, la resistencia al tratamiento observada en los tumores de LIy Fk y en los
cultivos derivados de los mismos, sugiere una resistencia de re-crecimiento, adn en las
monocapas con rapido crecimiento. Esto fue demostrado por el indice mitético (4,5)
(Tabla 5) y el crecimiento extremadamente rapido de estos tumores amelanéticos tan

malignos in vivo.

La resistencia por re-crecimiento al tratamiento con HSVtk/GCV fue confirmada por
citometria de flujo

Para profundizar la comprension de la respuesta celular al tratamiento con
HSVtk/GCV, se ensayaron los efectos en el ciclo celular en monocapas casi confluentes
de Sc por citometria de flujo (Fig. 21).

Los mecanismos involucrados en la muerte celular de las capas externas de los

esferoides (como monocapas en la superficie del esferoide) son similares a los que se
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observan en monocapas casi confluentes (Altamirano NA et al. 2007, Casais CC et al.
2006 y Finocchiaro LME et al. 2004).

Al igual que en las células no lipofectadas, las células lipofectadas con el gen de B-gal,
insensibles a GCV 1 yg/ml, presentaron tipicos picos del ciclo celular GO/G1, S y G2/M.
En cambio las células tratadas con HSVtk/GCV mostraron un patrén complejo donde la
mayoria de las células se acumularon en las fases S y G2/M y sélo un tercio del total de
las células (31,3%) en la region apoptotica hipodiploide sub- G1 (por degradacion del
DNA).

Control Bgal/GCV HSVtkiIGCV
= GO/G1

236
140

GO/G1 Ap 3).

G2/M

Figura 21: Analisis por citometria de flujo del efecto del gen suicida sobre el ciclo
celular. Células Sc no tratadas o lipofectadas con B-gal o HSVtk creciendo en monocapas en alta
densidad durante 48 h en ausencia (control) o presencia (B-gal y HSVtk) de GCV1 ug/ml, fueron
cosechadas fijadas y tefiidas con ioduro de propidio. ElI contenido de DNA se analizé por
citometria de flujo como se describe en Materiales y Métodos. Ap: Apoptosis.

Por lo tanto, la mayoria de las células del grupo tratado con HSVtk/GCV continuaron
sintetizando activamente DNA, aumentando la fraccién hiperdiploide de células que
ciclan. Este hecho fue coherente con la rapida progresion de este tumor extremadamente
agresivo en el paciente canino. Estos resultados apoyan fuertemente la teoria de

resistencia por recrecimiento, incluso en monocapas de rapido crecimiento.
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Respuesta a la transferencia génica no  viral del gen interferén-beta canino
Como siguiente paso en la investigacion decidimos estudiar el efecto de la

transferencia del gen del interferén-beta canino (cIFN-B) en el mismo conjunto de lineas

celulares (Fig. 22).

Los esferoides de melanoma presentaron respuestas variadas a la transferencia del gen
interferén-beta canino

Creciendo como monocapas, 80% (12 de 15) de las lineas fueron sensibles al gen
cIFN-B (Ak; Btl; Bte; ClI; Ds; Kg; LI; Rd; Rka; Rkb; Sc y Tr), 6 de ellas (Ak; Btl; Rd; Rka;
Rkb; Sc) con valores de supervivencia menores al 50%. Al crecer como esferoides, un
53% (8 de 15) de las lineas presentaron valores de sobrevida significativamente distintos
a las células lipofectadas con el gen B-gal (Bk; Btl; Bte, Cl, Kg, LI, Rka y Rkb) (Fig. 22).
Luego se determind la presencia del fenotipo de resistencia multicelular en los esferoides.
Se obtuvo un patron similar al encontrado para el gen suicida: 5 lineas presentaron
sensibilidades similares en ambas configuraciones espaciales (Bk, Bte, Cl, Kg y LI), 8
lineas mostraron el fenotipo de MCR (Ak, Btl, Ds, Rd, Rka, Rkb, Sc y Tr) y 2 fueron
resistentes al gen en ambas configuraciones (Br y Fk) (Fig. 22 a, b y c,
respectivamente ). Es mas, el numero de lineas cuyos esferoides resultaron ser
sensibles a los tratamientos fue el mismo para ambos tratamientos genéticos (8 de 15).
Sin embargo las lineas celulares que fueron sensibles a alguno de los 2 tratamientos
genéticos no fueron siempre las mismas (Tabla 6, valores en color). Sumando las lineas
cuyos esferoides son sensibles a la transferencia de por lo menos 1 de los 2 genes el
namero de lineas sensibles aumenta a 12, o sea, el porcentaje de lineas sensibles pasa
de un 53% a un 80%. Estos resultados alentaron la co-transferencia de los genes HSVtk
y clFN-B como una estrategia altamente efectiva para el tratamiento de pacientes
veterinarios con sarcomas de tejido blando y osteosarcomas espontaneos caninos
(Finocchiaro LME et al. 2011 y 2012).

56



(a)

1001 . . d X
= v f 3R EE ey &L
= g T I L T
2 T
5 501
w

o

Bk Bte Cl Kg LI

(b) o ,,
_100{ o : T T j o 0 4
£ o T : .
- d B B T T
z L - - . - - =
5 sof 1 . T T T . T
w e T

o

Ak Btl Ds Rd Rkb Rka Sc Tr
(c)
T

_— r T -l- cIEN-B Mc
= cIFN-B Esf
=
g
S 501
w

o

Br Fk

Figura 22: Sensibilidad a la lipofeccién del gen interferon-beta canino en células
cultivadas como esferoides y monocapas. El ensayo se realizd6 como se indica en
materiales y métodos. La sobrevida se determind con el reactivo de MTS. Los resultados se
expresan como porcentaje de sobrevida relativizado a células lipofectadas con el gen de la B-
galactosidasa. n = 4. (a) Células que no presentaron MCR; (b) células que presentaron MCR; (c)
monocapas no sensibles al gen cIFN-B. cIFN-B vs. B-gal: (***) p<0,001; (**) p<0,01; (*) p <0,05.
Esferoides vs. monocapas: (ooo) p<0,001; (oo) p<0,01; (o) p<0,05. No se encontraron
diferencias significativas en los porcentajes de sobrevida entre las células sin lipofectar y el
control de lipofeccién -gal salvo para las mc de Bk, Kg y Rkb.
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i 0 ; Grado de

Linea Monocap: pente (é)sferoides renolipo MER Morfologia compactacion
celular Monocapas

cIFNB HSVtk cIFNB HSVtk cIFNB HSVtk Esferoides
Ak 44 +5 31+5 74+8 46 +3 Si No Fibroblastica +++
Bk 74+4 22+7 65+4 65+5 No Si Fibroblastica +
Br 98 +4 91+3 94+11 |79+3 No No Epiteloide +++
Bts 75+8 73+5 77+6 77+8 No No Fibroblastica +++
Btl 35+3 727 85+5 927 Si Si Fibroblastica +++
Cl 74+5 61+5 73+5 87+8 No Si Fibroblastica +++
Ds 61+17 | 7312 | 10316 | 817 Si No Epiteloide +++
Fk 110+9 | 985 91+15 | 10745 No No Fibroblastica +++
Kg 65+8 41+7 53+7 77+11 | No Si Fibroblastica ++
LI 735 103+4 | 61+10 | 116+5 | No No Fibroblastica +++
Rd 48+5 82+5 94+12 | 65%6 Si No Fibroblastica +++
Rka 38+5 35+5 72+14 |51+2 Si No Fibroblastica +
Rkb 50+4 44 +4 78+9 677 Si Si Fibroblastica +
Sc 50+ 6 34+7 79+13 | 93+3 Si Si Fibroblastica ++
Tr 70+11 | 555 93+5 55+17 | Si No Fibroblastica ++

Tabla 6: Respuesta a la transferencia no viral del gen clFN- B y al sistema gen
suicida/1 pg/ml GCV y las caracteristicas morfolégicas de monocapas y sus
respectivos esferoides . Los porcentajes de sobrevida corresponden a los valores de la Fig. 17
y de la Fig. 22. La presencia o0 ausencia del fenotipo de resistencia multicelular (MCR) se
determind analizando las diferencias significativas entre las monocapas y sus respectivos
esferoides de las mismas figuras.

Teniendo en cuenta la sensibilidad a ambos tratamientos genéticos, la morfologia
celular, el fenotipo de MCR y el patron de expresion de los marcadores inmuno-
histoquimicos (Tabla 3) se eligieron 4 lineas para continuar con los estudios. Ellas son:
Ak, Bk, Bry Rkb.

Hacia una poligenoterapia: respuesta a  la co-transferencia génica no viral
del gen interferon-beta canino y del sistema gen suicida/GCV

Como paso previo a la investigacion clinica veterinaria que se llevé a cabo en nuestra
unidad (Finocchiaro LME et al. 2011 y 2012), decidimos evaluar el efecto de la co-
transferencia de ambos genes terapéuticos en la sobrevida de las monocapas y

esferoides de las 4 lineas seleccionadas de melanoma espontaneo canino.
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La co-transfeccibn de ambos genes terapéuticos no modifica la respuesta de los
esferoides a los genes por separado

Dado que, en los experimentos de co-transfeccién se utiliz6 50% de cada
plasmido y, que la presencia de un segundo gen compitiendo por la maquinaria
transcripcional/traduccional podria tener un significativo efecto inhibitorio sobre la
expresion de ambos genes (Finocchiaro et al. 2004), ensayamos el efecto de la
lipofeccion vs la co-lipofeccién de cada uno de los genes terapéuticos con el gen B-gal
(Fig. 23, cIFN-B: barras amarillas vs. barras verdes; HSVtk/GCV: barras rojas vs.
violetas). El gran efecto bystander de ambos genes (Finocchiaro et al. 2004 y Villaverde
et al. enviado), permiti6 que en 3 de las 4 lineas testeadas (Ak, Bk y Br) no se
encontraran diferencias significativas en citotoxicidad entre lipofeccién y co-lipofeccion de
ambos genes en ninguna de las 2 configuraciones espaciales. Por otro lado, los
porcentajes de sobrevida de los esferoides de Rkb co-transfectados con B-gal y
HSVtk/GCV fueron significativamente mayores a los que expresan solamente 1 gen
terapéutico (Fig. 23, simbolos (*) ); sin embargo, siguen siendo significativamente
distintos al control de 3-gal/GCV.

Luego analizamos el efecto en la viabilidad celular de la co-lipofeccion de ambos
genes terapéuticos. La co-lipofeccibn de ambos genes disminuyé significativamente los
porcentajes de sobrevida tanto de monocapas como de esferoides al comparar con el
control de lipofeccion de B-gal/GCV, en las 4 lineas celulares evaluadas (Fig. 23, barras
naranjas, simbolos (*) ). Para poder evaluar si la co-lipofeccién de ambos genes fue mas
potente que la lipofeccion de cada gen por separado o cual fue el gen cuyo efecto
predominé se compararon estadisticamente los porcentajes de sobrevida de la co-
lipofeccion de ambos genes terapéuticos (cIFN-B+HSVtk/GCV) y las co-lipofecciones
controles (B-gal+clFN-B y B-gal+HSVtk/GCV) (Fig. 23, simbolo (+) ). Se consideré que la
co-lipofeccion de ambos genes terapéuticos tuvo un efecto mayor que las co-
lipofecciones control cuando los porcentajes de sobrevida de la co-lipofeccién con cIFN-
B+HSVtk/GCV fueron significativamente menores a los porcentajes de sobrevida de los 2
controles. En los casos donde la co-lipofeccion de ambos genes terapéuticos no tuvo un
mayor efecto que las co-lipofecciones control, el gen predominante fue aquel que no
arrojo diferencias significativas al comparar con los valores de sobrevida de la co-
lipofeccion de ambos genes terapéuticos (Fig. 23). En 3 de las 4 monocapas (Ak, Bry
Rkb) prevalecio el efecto del gen clFN-B sobre el del sistema HSVtk/GCV mientras que
en Bk la co-lipofeccion de los genes terapéuticos produjo un efecto mayor que las co-
lipofecciones controles en la monocapa. En los esferoides de Bk, Br y Rkb se perdieron

las diferencias entre los controles y la co-lipofeccidén de los genes terapéuticos mientras
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gue en los esferoides de Ak, que presentd una tasa de crecimiento mayor que sus
monocapas, se invirtio la prevalencia: el sistema de HSVtk/GCV fue mas efectivo que el
gen de cIFN-B. También se document6 el efecto de las co-expresiones en los esferoides
fotografiandolos antes de medir su viabilidad celular (Fig. 24).

No se observd presencia del fenotipo de MCR por la co-expresién de ambos genes
terapéuticos en ninguna de las 4 lineas celulares (Fig. 23 simbolo (0) ). Sin embargo los
esferoides de Ak que co-expresan B-gal+clFN-f presentaron el fenotipo de MCR pero no
los que expresan solo cIFN-B (Fig. 23, simbolos (0) ). En la linea celular de Br, la
lipofeccion con HSVtk/GCV es mas efectiva en esferoides que en monocapas. Este
efecto se diluye en la co-lipofeccion B-gal+HSVtk/GCV cuya citotoxicidad es similar en

monocapas y esferoides.

La cantidad de células con la que se forman los esferoides influye en la sobrevida celular

Datos preliminares de nuestro laboratorio, y la comparacion de los resultados de las
Figs. 17 y 22 vs la Fig. 23 mostraron que la citotoxicidad del gen suicida y del gen clFN-8
fue mayor cuanto menor era el inéculo inicial de células que formaron el esferoide. Estos
resultados son coherentes con nuestros datos clinicos ddénde encontramos una
correlacion inversa entre la respuesta in vivo al gen suicida y el tamafio tumoral
(Finocchiaro et al., 2008 y Finocchiaro & Glikin 2008).

En Bk y Rkb los esferoides pequefos (formados por sembrado de 5000 células/pozo)
pierden la resistencia  multicelular que presentaron los provenientes de 20000
células/pozo y presentan valores de sobrevida al tratamiento con HSVtk/GCV menores
que los calculados con esferoides de 20000 células: 58% vs. 72% (BK) y 57% vs. 67%
(Rkb). En el caso de Br las diferencias entre ambos tamafios son mas pronunciadas, 63%
vs 95%, respectivamente.

También se perdi6 el fenotipo de MCR en los esferoides pequefios de Br y Rkb que
expresaron transitoriamente el gen clFN-3, con valores de sobrevida de 46% y 50% vs.
94% y 78% en esferoides de 20000 células, respectivamente.

Estos resultados, en concordancia con datos arriba presentados (Figs. 20 y 21)
sugieren que el tamafio es uno de los factores implicados en la resistencia multicelular
por recrecimiento. En esferoides y tumores pequefios, el efecto bystander producido por
el sistema del gen suicida o por la expresion transitoria del gen clFN-B lograria destruir un
alto porcentaje de células tumorales. En cambio, en esferoides y tumores grandes, este
efecto, aunque destruya un gran nimero de células de zonas proliferativas y aledafias, no
alcanzaria para eliminar un nimero suficiente de células de la capa quiescente como

para evitar que estas vuelvan a proliferar y a repoblar la zona destruida por el
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tratamiento. Al sembrar una mayor cantidad de células se esta aumentando tanto el

namero de células modificadas genéticamente como también el nidmero de células

quiescentes (resistentes al tratamiento).
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Figura 23: Efecto de la co-lipofeccién del gen cIFN- B con el sistema gen suicida en

la viabilidad celular de monocapas y esferoides. Las células se trataron como se indica en
materiales y métodos. Los esferoides de Ak fueron tratados con 0,5 pg/ml de GCV. n = 3. El
analisis estadistico se realizé con ANOVA de 2 vias. cIFN-B vs. B-gal+clFN-B o HSVtk/GCV vs. B-
gal+HSVtk/GCV: (**) p<0,01. B-gal+clFN-B vs clFN-B +HSVtk/GCV o B-gal+HSVtk/GCV vs cIFN-B
+HSVtk/GCV (+++) p<0,001; (++) p<0,01; (+) p<0,05. Mc vs Esf (0) p < 0,05; (00) p < 0,01. Los
porcentajes de sobrevida de las mc y esf de HSVtk y B-gal+HSVik sin el agregado de GCV no se
muestran en la Fig. por fines practicos, sin embargo no difieren significativamente de las mc y esf

de B-gal/GCV.
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Figura 24: Fotografias de los esferoides de las lineas celulares derivadas de
melanoma espontaneo canino co-lipofectadas con los genes de cIFN- B vy el sistema
gen suicida/GCV. Las fotos fueron tomadas el dia 12 después del inicio de la formacién de los
esferoides bajo microscopio invertido con un aumento de 100x. A los esferoides de Ak se les
agreg6 0,5 pg/ml de GCV en los casos indicados mientras que a los esferoides de Bk, Br y Rkb se
les agreg6 1 pg/ml de GCV en las situaciones indicadas.

Hacia una geno-quimioterapia: respu esta al tratamiento combinado de
bleomicina y lipofecci 6n del gen interferén- B canino o de gen suicida/GCV

La bleomicina es un antibiético glicopeptidico con actividad antineoplasica debido a su
actividad endonucleasa (Mir LM et al. 1996). Es de alto interés como tratamiento para el
melanoma pues en la piel no se expresa una hidrolasa capaz de inactivar a la bleomicina
(Jingyang C & Stubbe J 2005). Por ello se decidi6 evaluar, como paso previo a la
investigacion clinica veterinaria, el efecto citotoxico y los posibles mecanismos
involucrados en la administracion de bleomicina junto con el gen del interferon-beta o el
sistema gen suicida/GCV. Los ensayos se realizaron sobre las 4 lineas ya mencionadas.
La viabilidad se determiné con la técnica de APH y los esferoides se formaron de la

misma manera que para la co-lipofeccion.
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La co-incubacion con bleomicina no afecta la expresion de la B-galactosidasa

Para evaluar la sensibilidad a la bleomicina decidimos incubar las células con el agente
quimioterapéutico durante la transfeccion. Elegimos este abordaje ya que imita la situacion
del agregado local de ambos reactivos (bleomicina y lipoplexes) sobre el margen
quirurgico. Este procedimiento podria ser practico para un protocolo clinico de terapia
génica.

Se eligié una concentracion de 3 pg/ml (2,12 uM) similar a la concentracién en sangre,
correspondiente a una dilucién 1/500 de la solucion inyectable. Esta concentracion se
encuentra dentro del rango utilizado en distintos trabajos cientificos (Poddevin B et al.
1991, Pron G et al. 1999, Tounekti O et al. 1993).

Debido a la actividad endonucleasa de la bleomicina decidimos evaluar si la droga era
capaz de degradar el DNA plasmidico en los lipoplexes. Para ello se la incubé a 3 pug/mli
durante 15 minutos con los lipoplexes, se extrajo el DNA plasmidico con fenol-cloroformo
y sembré en un gel de agarosa. En concordancia con los resultados del gel que no
indicaron degradacion del plasmido, la co-incubacién con bleomicina tampoco afecté el
porcentaje de expresion de la B-galactosidasa en ninguna de las 4 lineas celulares
evaluadas (Fig. 25).
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Figura 25: Expresién de -galactosidasa en células co-incubadas con 3 pg/ml de
bleomicina . La lipofeccion y la determinacion de la actividad B-galactosidasa se realizé como se
indica en Materiales y Métodos. El porcentaje de expresion de B-galactosidasa se determiné
contando la cantidad de células azules sobre el total de células en cAmara de Neubauer. n = 3. El
andlisis estadistico se hizo con ANOVA de 1 via.

Sensibilidad a la bleomicina de las lineas de melanoma espontaneo canino

Los valores de sobrevida se muestran en la Fig. 26. Tres de las 4 monocapas (Bk, Br
y Rkb) fueron sensibles a la bleomicina sola pero solamente Bk mantuvo la sensibilidad al
crecer como esferoide (barras grises, simbolos (*)) . Mientras que la lipofeccion
inespecifica (Bgal/GCV) no afecto la supervivencia, esta disminuy6 significativamente con
el agregado de bleomicina en las 4 lineas celulares, en ambas configuraciones

espaciales (barras azules, simbolos (*)) . Al comparar el agregado de bleomicina en el
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control sin lipofectar con la co-incubacién con los lipoplexes se encontraron diferencias
significativas en las monocapas de Ak, Br y Rkb y estas diferencias se mantuvieron al
crecer como esferoides en Ak y Rkb (barras grises vs. barras azules, simbolos (+)) . La
alta sensibilidad de Bk a la incubacién con bleomicina sola y la gran cantidad de efectos
evaluados impidié ver diferencias estadisticamente significativas en los porcentajes de
supervivencia entre el control sin lipofectar y la co-incubacion con los lipoplexes. Esto se
evidencia al observar las fotografias de los esferoides (Fig. 27), donde se ven diferencias
entre el control y los lipoplexes cuando fueron incubados con bleomicina. Por otro lado, la
co-lipofeccion de bleomicina con los genes terapéuticos (cIFN-B y HSVtk/GCV, Fig. 26,
barras amarillas y rojas respectivamente ) disminuy6 significativamente los porcentajes
de sobrevida en los casos donde la expresion transitoria de los genes terapéuticos mato
un 50% de las células o mas (monocapas de Bk, Br y Rkb y esferoides de Br que
expresan clFN-B, simbolos (*) ). En cambio, en las lineas celulares con porcentajes de
sobrevida menores al 50% el agregado de bleomicina no produjo una disminucion
significativa (ambos genes y ambas configuraciones espaciales de Ak, Bk y Rkb y en los
esferoides de Br lipofectados con HSVtk/GCV).

Al evaluar la presencia del fenotipo de resistencia multicelular (MCR) de la co-
incubacion lipoplexes/bleomicina, no se encontraron diferencias significativas entre las 2
configuraciones espaciales, salvo en los esferoides de Br que expresan HSVik (Fig. 26,
simbolos (0) ). Vale la pena aclarar que, aunque el analisis estadistico no arrojo
diferencias significativas debido a la gran cantidad de efectos evaluados, los porcentajes
de sobrevida calculados para los esferoides de Br que expresan B-gal, cIFN-B y HSVtk
mas el agregado de GCV, fueron mayores que los calculados para las monocapas, con
diferencias de 30% entre los porcentajes (Fig. 26, barras azules y amarillas y rojas,
rayado vs. lleno).

La alta sensibilidad a la bleomicina no se debe a la expresion transitoria del gen de la
B-galactosidasa ya que también se observé el mismo patron de comportamiento a la
bleomicina en ambas configuraciones de las 4 lineas celulares evaluadas que expresan
ambos genes terapéuticos (Fig. 26, barras azules vs. amarillas y rojas) y el gen HSVtk
sin el agregado de GCV (Figs. 26 y 27).

El aumento en la sensibilidad a la bleomicina no depende de la actividad transcripcional
del plasmido

Para investigar un poco mas el mecanismo que sensibiliza las células a la droga co-
incubamos las células con bleomicina y los lipidos catiénicos que forman los lipoplexes
(Figs. 28y 29). En las 2 lineas celulares que resultaron ser mas sensibles al agregado de

bleomicina sola, Bk y Br, no se observaron diferencias significativas entre los lipoplexes
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control y los lipidos catiénicos al crecer como monocapas y esferoides. En las otras 2
lineas celulares, Ak y Rkb, la respuesta fue distinta. En ambas configuraciones
espaciales, los porcentajes de supervivencia de la co-incubacién con los lipidos
cationicos solos fueron significativamente mayores a los de la co-incubacién con los
lipoplexes control (Fig. 28, simbolos (*)) . Esta diferencia podria deberse a la actividad
transcripcional del gen portado en el pldsmido. Para evaluar esta posibilidad decidimos
co-incubar a Ak y Rkb con lipoplexes formados por un oligonucleétido inespecifico sin
actividad transcripcional, polydldC. Las Figuras 28 y 29 muestra que la sensibilidad del
sistema lipoplexes/bleomicina es independiente de la actividad transcripcional del
plasmido ya que se observd el mismo patron de respuesta entre la co-incubacién con
lipoplexes con polydldC y la co-incubacién con los lipoplexes portadores del plasmido de
B-gal.

Es interesante notar que, salvo para el caso de Br, el sistema lipoplexes/bleomicina
logré contrarrestar el fenotipo de resistencia multicelular de los esferoides (Fig. 28,
simbolos (0)) . Esto podria deberse a la metodologia utilizada, ya que la exposicién a la
droga se hizo con las células creciendo en monocapa. Dicho de otra manera, el mayor
efecto de la bleomicina podria suceder en el momento de la incubacién, sobre las células
en monocapa, y por tanto los esferoides se formarian con células muy dafiadas. Sin
embargo, hay casos donde los esferoides se comportan de manera diferencial con
respecto a sus monocapas. Por ejemplo, las monocapas de Br y Rkb fueron sensibles al
agregado de bleomicina sola mientras que sus esferoides fueron resistentes. Ak presenta
el mismo comportamiento cuando es co-incubada con los lipidos cationicos solos. Por lo
tanto, es muy probable que la pérdida del fenotipo de resistencia multicelular se deba a la
gran efectividad del sistema lipoplexes/bleomicina en ambas configuraciones y no a un

artificio de la metodologia utilizada.
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Figura 26: Efecto citotoxico de la co-incubacion de bleomicina y lipoplexes en
monocapas y sus respectivos esferoides. Las células se incubaron como se describe en

materiales y métodos. Las columnas mas oscuras corresponden al agregado de 3 pg/ml de
bleomicina. n = 3. El analisis estadistico se realizé6 por ANOVA de dos vias. Con bleomicina vs. sin
bleomicina: (***) p<0,001; (**) p<0,01; (*) p <0,05. Esf con bleo vs. mc con bleo: (0) p<0,05.
Control con bleomicina vs. lipofecciones con bleomicina: (+++) p<0,001; (++) p<0,01; (+) p<0,05.
No se encontraron diferencias significativas de las co-incubaciones de bleomicina con los distintos
lipoplexes entre si.
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Figura 27: Fotografias de los esferoides co-incubados con 3 pg/ml de bleomicina.
Los esferoides se corresponden con los datos de la figura 26. Los esferoides de Ak fueron
incubados con 0,5 pg/ml de GCV. Las fotografias fueron tomadas en microscopio invertido con

aumento 100X.
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Figura 28: Efecto citotoxico de la co-incubacién de bleomicina con lipidos
cationicos solos o lipoplexes - inespecificos no codificantes (polydldC). Las células
se incubaron como se describe en materiales y métodos. n = 3. El andlisis estadistico se realiz6
por ANOVA de dos vias. Lipidos catidnicos vs. polydldC o B-gal (***) p<0,001; (**) p<0,01; (*) p
<0,05. Esferoides vs. monocapas: (00) p<0,01. No se encontraron diferencias significativas entre
las co-incubaciones de bleomicina con polydIdC y las co-incubaciones con (-gal.
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Figura 29: Fotografias de los esferoides derivados de la co-incubacion de
bleomicina con lipidos cati6nicos solos o lipoplexes - genéricos no codificantes

(polydldC). Los esferoides se corresponden con los datos de la figura 29. Las fotografias fueron
tomadas en microscopio invertido con aumento 100X.
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La co-incubacion con los lipoplexes aumenta la sensibilidad a bleomicina

Nuestros resultados indican que la lipofeccién sensibiliza las células a la bleomicina.
Esta sensibilizacion fue mas especifica en Ak y Rkb cuya supervivencia al agregado de
bleomicina con los lipidos catiénicos solos es significativamente mayor que la producida
por co-incubacién con bleomicina y lipoplexes en ambas configuraciones espaciales. El
agregado de bleomicina con lipidos catiénicos solos o con lipoplexes no presentd
diferencias en la sobrevida de monocapas y esferoides de Br mientras que Bk fue muy
sensible al agregado de bleomicina sola (Figs. 26-29). Por lo tanto se decidio evaluar si
la sensibilizacién encontrada en Ak y Rkb se ve reflejada en un desplazamiento hacia la
izquierda de las curvas dosis-respuesta de bleomicina. Para ello se co-incubaron las
células por 3 horas con distintas concentraciones de bleomicina en presencia o ausencia
de los lipoplexes control (B-gal) (Fig. 30). Encontramos que efectivamente la co-
incubacién con bleomicina desplazé las concentraciones inhibitorias 50 (IC50)
aproximadamente 10 veces en ambas monocapas (Ak: 20,5 pg/ml vs. 2,53 pg/ml y Rkb:
19,5 pug/ml vs. 2,04 ug/ml), mas de 6 veces en los esferoides de Rkb (> 30 pug/ml vs. 5,2
ug/ml) y transformé en una curva dosis-respuesta a los esferoides resistentes de Ak (n.d.
vs. 6,9 ug/ml). Mas audn, las diferencias en los porcentajes de sobrevida entre ambas
curvas fueron significativas a partir de la concentraciéon 1 pug/ml en ambas monocapas y
esferoides de Ak mientras que en los esferoides de Rkb solo se observaron diferencias
significativas en las dosis de 3 pg/ml y 10 pg/ml (Fig. 30, simbolos (*)) .

La disminucion en los coeficientes de determinacién de las curvas dosis respuesta
cuando las células fueron cultivadas como esferoides (Ak: 0,96 vs. 0,78 y Rkb: 0,93 vs.
0,73) y el aumento de las IC50 (aproximadamente 2,5 veces mas que sus respectivas
monocapas) reflejan el comportamiento diferencial entre ambas configuraciones
espaciales. Es interesante destacar que los cambios en el patrén de respuesta de los
esferoides fueron muy similares entre ambas lineas celulares aunque son
morfolégicamente disimiles. Ak formé esferoides muy compactos con una geometria bien
esferoidal mientras que los de Rkb fueron mas laxos, con un esferoide central rodeado de
un halo de células unidas entre si (ver fotos de esferoides control, Fig. 27). Esto sugiere
la existencia de un mecanismo de resistencia en comun adquirido cuando las células
crecen unidas entre si en forma tridimensional, que seria independiente del grado de
compactacion adquirido.

A pesar de las diferencias en la sensibilidad al sistema lipoplexes/bleomicina entre las
monocapas y sus respectivos esferoides ambas configuraciones fueron sensibles al
sistema (Fig. 26). Por éstas y otras razones de factibilidad técnica, para estudiar el

mecanismo por el cudl las células se sensibilizan a la bleomicina cuando son co-
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incubadas con los lipoplexes, se comenzd el analisis del proceso en cultivos en

monocapa.
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Figura 30: Curvas dosis-respuesta a la bleomicina en presencia o ausencia de
lipoplexes. Las células se incubaron como se describe en materiales y métodos. n = 3. El
andlisis estadistico se realizd ajustando los datos de las curvas a una curva dosis-respuesta
normalizada con pendiente de Hill variable. Las diferencias entre los porcentajes de sobrevida de
las curvas de realiz6 con ANOVA de dos vias. (***) p<0,001; (**) p<0,01; (*) p<0,05.

La sensibilidad a la bleomicina es dependiente de la concentracion de lipoplexes

Como se expuso en la seccion anterior, los lipoplexes estan sensibilizando las células
al efecto citotoxico de la bleomicina. Aunque ya se han descripto vectores que
administren bleomicina al interior de la célula, como Bleosome™ y CG-HVJ-E (Lau KG et
al. 2005 y Mima H et al. 2006, respectivamente) nuestro sistema es mas practico pues no
necesita complejar los liposomas con la bleomicina sino simplemente agregar la
bleomicina al mismo tiempo que los complejos lipidos/DNA. Dada la gran potencialidad
de nuestro sistema lipoplexes/bleomicina decidimos estudiar que ocurre al co-incubar las
células de Ak y Rkb con 3 pg/ml de bleomicina y diluciones de los lipoplexes usados
previamente (0,1X; 0,2X; 0,5X; 0,75X y 1X). Como era previsible, la sensibilidad a la
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bleomicina dependi6 de la cantidad de lipoplexes (Fig. 31). Ambas curvas
correlacionaron con una curva dosis respuesta (Ak: R = 0,80 y Rkb R* = 0,74) con
concentraciones inhibitorias 50 (IC50) de 0,14X para Ak y 0,37X para Rkb. Como Rkb fue
mas sensible que Ak a la bleomicina era esperable que los porcentajes de sobrevida de
Ak correlacionaran mejor que los de Rkb con las diluciones de los lipoplexes. Al comparar
las IC50 se observé que Ak se sensibiliz6 a la bleomicina con menos cantidad de
lipoplexes que Rkb. Estos resultados indicarian que en Ak el efecto de la bleomicina es

mas sensible a la presencia de lipoplexes que en Rkb.

La sensibilidad a la bleomicina es dependiente de la temperatura

Dado que la bleomicina es un péptido hidrofilico debido a su gran contenido de aminas
(Fig. 6) el aumento observado en la citotoxicidad celular al co-incubarla con los
lipoplexes, ya sean terapéuticos o no, podria deberse a que se ve favorecida la entrada
de la bleomicina a la célula. Para determinar si la lipofeccién estaba favoreciendo su
entrada se decidié estudiar el mecanismo de entrada de los lipoplexes. No fue posible
estudiar directamente el ingreso de la bleomicina a la célula por carecer de bleomicina
marcada con fluoréforo. EI mecanismo de entrada de lipoplexes mas estudiado es la
endocitosis (Rejman J et al. 2004 y 2005 y Resina S et al. 2009). Por lo tanto, como
primer paso se incubaron las células con las diluciones de lipoplexes a 8C ya que
permite separar entre la fusion lipidica de inter-rmembranas que puede ocurrir a bajas
temperaturas y el ingreso dependiente de energia, como la endocitosis (Resina S et al.
2009). Los resultados se muestran en la Fig. 31. Los porcentajes de sobrevida a 8C
fueron siempre mayores a los encontrados a 37T, volviéndose significativos a partir de
0,2X en Ak y a partir de 0,75X en Rkb. También se observé el grado de ajuste de los
valores de sobrevida a 8C a una curva dosis-respuesta. Consistentemente con la
hipdtesis de que los lipoplexes favorecen la entrada de bleomicina por un mecanismo
dependiente de energia, se ve que el grafico de Rkb no ajusté a una curva dosis-
respuesta y, aunque los valores de sobrevida de Ak si ajustaron, el valor del coeficiente
de determinacién fue menor al calculado a 37C (R? 8 = 0,48 vs. R? 37C = 0,8). Estos
datos sugieren la intervencion de un mecanismo de transporte activo para la
incorporacién de la droga al interior de las células durante la co-administracién.

Es importante destacar que, aunque la eficiencia de expresion del gen de la B-
galactosidasa disminuy6 a medida que se diluyen los lipoplexes, el porcentaje de células
que expresan el gen indicador no varié entre ambas temperaturas para todas las
concentraciones de los lipoplexes (datos no mostrados). Por un lado, evidencia que la

incubacién a 8C no modificd irreversiblemente el funcionamiento celular ya que las
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células fueron capaces de expresar el gen indicador al volver a su temperatura fisioldgica.
Por otro lado, apoya los resultados de la Fig. 28 donde se vio que la sensibilizacion a los
efectos citotoxicos de bleomicina por parte de los lipoplexes es un fendomeno
independiente de la actividad transcripcional. En un trabajo recientemente publicado por
Marchini et al. (2011) se sugiere que la ruta de internalizacién independiente de
temperatura cumple un rol importante en la eficiencia de transfeccion en lipoplexes
compuestos por varios lipidos catiénicos. Mas aln, encontraron que cuanto mayor es la

eficiencia de expresion mayor es el aporte del mecanismo independiente de temperatura.
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Figura 31: Curvas dosis-respuesta de diluciones de lipoplexes co-incubados con 3

pg/ml de bleomicina a 8C 0 37C.  Las células se incubaron como se indica en materiales y
métodos. Los porcentajes de sobrevida se calcularon relativizando cada valor a su contraparte sin
bleomicina. n = 4. El analisis estadistico se realizé ajustando los datos de las curvas a una curva
dosis-respuesta normalizada con pendiente de Hill variable. Las diferencias entre los porcentajes
de sobrevida de las curvas de realiz6 con ANOVA de dos vias. 8C vs. 37C: (**) p<0,01; (*)
p<0,05.

La sensibilidad del sistema lipoplexes/bleomicina depende del potasio intracelular

Para comprender mejor que factores influyen en el efecto citotéxico del sistema
lipoplexes/bleomicina, estudiamos el posible rol de la endocitosis en la sensibilidad a la
bleomicina. No se usaron los inhibidores clasicos de endocitosis como la clorpromazina y
la metil-B-ciclodextrina (Rejman J et al., 2004) debido a sus acciones inespecificas 0 a su
mecanismo de accién, respectivamente. La clorpromazina se une a los receptores D2 de
dopaminay a los receptores de histamina H1.

Ver: http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?sid=50006354&viewopt=PubChem

Aunque la presencia de receptores dopaminérgicos en células de melanoma es un
tema en controversia, se ha reportado que la dopamina, la L-dopa e inhibidores de la
sintesis de L-dopa tienen efectos bioldgicos en células de melanoma murinas (Krummel
TM et al. 1982). La histamina influye en la proliferacion de células de melanoma humano,

ya sea inhibiéndola o estimulandola, via los receptores H1 y/o H2 (Darvas Z et al. 2003 y
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Medina V et al. 2010). Por otro lado, metil-B-ciclodextrina inhibe la via de endocitosis
mediada por caveolina eliminando colesterol de la membrana celular (Rejman J et al.,
2004). Los lipidos cationicos usados en este trabajo contienen derivados de colesterol por
lo que no nos pareci6 adecuado utilizar dicha droga.

Dado que la formacion de vacuolas rodeadas por clatrina depende del potasio
intracelular (Larkin JM et al. 1983, Rejman J et al. 2004 y 2005), se incubaron las células
en un medio sin potasio. Las células fueron incubadas con los lipoplexes con o sin
bleomicina en presencia y ausencia de potasio durante distintos tiempos: 30, 60 y 90 min.
En presencia de potasio ambas lineas fueron sensibles a los efectos citotoxicos de la
bleomicina, Ak lo fue en los 3 tiempos evaluados mientras que Rkb a partir de los 60 min
de co-incubacion. En ausencia de potasio la co-incubacién con bleomicina no disminuyé
significativamente los porcentajes de sobrevida salvo en Ak luego de 90 min de co-
incubacion (Fig. 32, simbolos (*)) . Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que la
endocitosis mediada por clatrina cumple un rol importante en el efecto biologico del
sistema lipoplexes/bleomicina.
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Figura 32: Efecto del potasio en la respuesta al sistema lipoplexes/bleomicina. Las

células se incubaron como se indica en materiales y métodos. Los porcentajes de sobrevida
corresponden a los cocientes de la abs de cada punto y la abs de las células incubadas solamente
con el buffer con o sin potasio. n = 6. El andlisis estadistico se realiz6 con ANOVA de 2 vias. Sin
bleomicina vs. 3ug/ml bleomicina: (***) p<0,001; (**) p<0,01. No se encontraron diferencias entre
las co-incubaciones en presencia o ausencia de K’ sin el agregado de lipoplexes. m+K';
u+K"+3pg/ml bleomicina; o-K* y o-K*+3pg/ml bleomicina.

El ingreso de los lipoplexes a la célula disminuye a bajas temperaturas

Para corroborar la hipotesis de que la incubacion a bajas temperaturas disminuye la
entrada de los lipoplexes a la célula se tifié el DNA plasmidico con SYBR Green antes de
agregar los lipidos cationicos para poder observar las células bajo microscopio de

epifluorescencia.
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La tincién con SYBR Green es sensible a cambios en la cantidad de lipoplexes

Para evaluar si la tincion con SYBR Green logra una deteccion cuantitativa de
lipoplexes se incubaron a las células con las diluciones de lipoplexes empleadas para
realizar la curva dosis-respuesta de la Fig. 31. Consistente con los porcentajes de
sobrevida de la Fig. 31 se observé una disminucion en la cantidad de puntos dentro de
las células a medida que se diluyeron los lipoplexes, desapareciendo completamente en
la dilucién 0,1X. Esto indic6 que la técnica desarrollada era capaz de detectar diferencias
en las concentraciones de lipoplexes usadas en este estudio. Para comparar las distintas
diluciones de lipoplexes se determind el porcentaje de células que incorporaron
lipoplexes a partir de la dilucion 0,2X. El patron de distribucion fue distinto entre las 2
lineas celulares estudiadas (Figs. 33-35). Mientras que en Ak el porcentaje de células
que incorporaron lipoplexes aumentd a medida que aumentd la concentracion de los
mismos, en Rkb la cantidad de células con lipoplexes aumento al pasar de 0,2X a 0,5X
pero se mantuvo constante a partir de dicha dilucion (Fig. 33). La mayor sensibilidad a los
cambios en la concentracion de lipoplexes observada en Ak puede relacionarse con la
menor IC50 calculada en Ak en la curva de lipoplexes (Fig. 31: Ak: IC50 = 0,14X y Rkb
IC50 = 0,37X). A pesar de estas diferencias, en ambas lineas celulares se observd un
fuerte aumento en la cantidad de células con puntillado a partir de la dilucién 0,5X de
lipoplexes (Figs. 34 y 35: columnas 37C ). Estos resultados se correlacionan con los
valores de sobrevida de la Fig. 31 donde el aumento méas pronunciado en la sobrevida
empieza a partir de la dilucién 0,5X en ambas lineas.

Es interesante notar que no se observaron diferencias entre Ak y Rkb en el porcentaje
de células con puntillado citoplasmético en la concentracion estandar de lipoplexes 1X.
Por lo tanto es muy probable que la mayor sensibilidad de Ak al sistema
lipoplexes/bleomicina, que se evidencia por una menor IC50 y un mayor coeficiente de
determinacion en las curvas dosis-respuesta de los lipoplexes (Fig. 31), se deba a una
mayor incorporacion de los lipoplexes al nucleo en la linea celular Ak. Esto se evidencia
por la gran expresion del gen indicador (Fig. 25: Ak (30 +4) % vs. Rkb: (5 = 2) %), ya que
se ha descripto al transporte nuclear como la barrera celular mas fuerte para la expresion
de DNA plasmidico (Khalil 1A et al. 2006, Vaughan EE et al. 2006). También podria
deberse a una falta de sensibilidad de la técnica elegida para detectar complejos de

DNA/lipidos de pequefio tamafio.

La incubacion a 8T disminuye la cantidad de células gue incorporan lipoplexes

Para determinar si la baja temperatura disminuye la incorporacion de lipoplexes se

incubaron a Ak y Rkb con las concentraciones de lipoplexes usadas previamente (0,2X;
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0,5X; 0,75X y 1X) pero con los lipoplexes previamente tefiidos con SYBR Green. La
intensidad de fluorescencia fue siempre menor a 8C, indicando una menor incorporacion
de los lipoplexes y del SYBR Green remanente a baja temperatura (Figs. 34 y 35:
columnas 8C vs. 37C) . Para poder cuantificar el efecto de la temperatura se determiné
el porcentaje de células que incorporaron lipoplexes en cada situacion. Los resultados se
muestran en la Fig. 33, columnas vacias . Al incubar las células con la concentracién
estandar de lipoplexes (1X) no se observaron diferencias entre los porcentajes de células
con puntillado citoplasméatico entre ambas temperaturas en ninguna de las 2 lineas
celulares indicando que el porcentaje de lipoplexes que entré6 por un mecanismo de
transporte pasivo es elevado. Es posible que se deba a un proceso de difusién pasiva por
atraccion electrostatica entre las cargas positivas de los lipidos catidnicos y a la carga
neta negativa de la membrana plasmatica. Esto también podria explicar el porqué se
observa el mismo porcentaje de células con lipoplexes para una dilucién de 0,2X en la
linea celular Ak. A medida que se diluyeron los lipoplexes (a partir de la dilucién 1X)
empezaron a aparecer diferencias entre ambas temperaturas sugiriendo que cuando hay
menos lipoplexes disponibles se favorecié un mecanismo de transporte activo. Estos
resultados indicarian que el mecanismo méas poderoso de entrada de lipoplexes al interior

de las células es el dependiente de energia, ya que prevalece al diluir los lipoplexes.

Ak Rkb
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Figura 33: Efecto de la temperatura en la incorporacion de lipoplexes. Las células se

incubaron como se describe en materiales y métodos. Se sacaron 3 fotografias por condicién de
cada experimento (n = 3) y de ellas se calcularon los porcentajes de células que incorporaron
lipoplexes con respecto al nimero de células totales. El andlisis estadistico se realizé con ANOVA
de dos vias. 8C vs. 37C: (***) p <0,001 y (**) p<0,01.
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8 °C Lipoplexes 37 °C

0,2X

0,5X

0,79X

1X

Figura 34: Fotografias de monocapas de Ak incubadas con las diluciones de los
lipoplexes tefiidos con SYBR Green. El ensayo se realizé como se indica en materiales y
métodos. Las fotos se sacaron con aumento de 200X.
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0,2X

0,5X

0,75X

Figura 35: Fotografias de monocapas de Rkb incubadas con las diluciones de los
lipoplexes tefiidos con SYBR Green. El ensayo se realizé como se indica en materiales y
métodos. Las fotos se sacaron con aumento de 200X.
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En busca de nuevas terapias en nuevos modelos experimentales

Como se discutié en la Introduccion, la falta de terapias que mejoren la calidad de
vida de los enfermos de cancer pone en cuestionamiento los modelos utilizados para la
investigacion y desarrollo de nuevas terapias. En la presente tesis se evaluaron los
efectos de la transferencia génica no viral del sistema gen suicida HSVtk/GCV y del
interferén-beta canino en monocapas y esferoides de lineas celulares derivadas de
melanoma espontaneo canino. La comparacion de ambos modelos celulares evidenci6 la
existencia del fenomeno conocido como resistencia multicelular en los esferoides. Mas
aun, la correlacion de la respuesta al sistema gen suicida de los esferoides con la
respuesta al mismo tratamiento de nuestros pacientes caninos demostré el
comportamiento predictivo del modelo de los esferoides multicelulares (Fig. 19). La
capacidad predictiva del modelo de esferoides multicelulares y la presencia de resistencia
multicelular reflejan las similitudes de los esferoides con los tumores in vivo y por tanto
pone en evidencia la importancia de la implementacion del modelo en el rastreo de
drogas antineoplasicas.

El alto nimero de esferoides sensibles a alguno de los 2 genes (12 de 15) y la
compatibilidad de la co-transferencia del sistema gen suicida y del gen cIFNB demostro la
gran potencialidad del tratamiento combinado para tratar el melanoma espontaneo canino
(Fig. 17, Fig. 22, Fig. 23 ). Estos resultados llevaron a la implementacion de ambos genes
terapéuticos en el protocolo clinico veterinario que se desarrolla en la Unidad de
Transferencia Génica.

Una particularidad de este estudio es que se trabajo con lineas celulares establecidas
en el laboratorio en vez de lineas celulares de origen comercial (Tabla 3). Dado que el
cancer, como cualquier enfermedad, es un proceso biolégico también es un proceso
dindmico, va cambiando con el tiempo. Desde este punto de vista evolutivo, al trabajar
con lineas celulares que han sido establecidas hace muchos afios se podria estar
estudiando con células que han sido sometidas a procesos de seleccion distintos de los
actuales y por tanto podrian tener caracteristicas distintas de las células tumorales
actuales. Esta practica podria traer mas errores al campo de investigacion y desarrollo de
nuevas terapias antineoplasicas y por tanto deberia ser evitada siempre que fuese
posible.

Un descubrimiento colateral e interesante fue la aparente dependencia del fenotipo de
resistencia multicelular (MCR) al numero de células con el que se forman los esferoides
(Fig. 17, Fig. 22, Fig. 23, Tabla 6 ). En algunos casos, los esferoides “pequefios o Unicos”
perdieron el fenotipo de MCR presente en los esferoides “grandes o multiples” (Bk y Rkb
transfectados con HSVtk méas el agregado de GCV y Rkb transfectado con cIFNB). En
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esferoides y tumores pequefios, el efecto bystander producido por el sistema del gen
suicida o por la expresion transitoria del gen cIFN-B lograria destruir un alto porcentaje de
células tumorales (Culver KW et al. 1992 y Villaverde MS et al. 2012). En cambio, en
esferoides y tumores grandes, este efecto, aunque destruya un gran numero de células
de zonas proliferativas y aledafias, no alcanzaria para eliminar un nimero suficiente de
células de la capa quiescente como para evitar que estas vuelvan a proliferar y a repoblar
la zona destruida por el tratamiento. Este hallazgo abre puertas para investigar cuél es el
mayor namero de células que contrarresta el fenotipo MCR. Estos resultados podrian
ayudar a identificar tamafios tumorales sensibles de resistentes y asi mejorar la
terapéutica.

La gran heterogeneidad observada entre las 15 lineas celulares en lo que respecta a
la morfologia de sus monocapas y esferoides, marcacion inmunocitoquimica y respuesta
a los tratamientos génicos refleja la dificultad de encontrar una terapia Unica para tratar al
melanoma canino. A medida que la enfermedad avanza las células sométicas se van
desdiferenciando (pérdida de marcadores celulares) debido a la gran plasticidad de las
células tumorales. Esta plasticidad hace que en muchos casos existan células resistentes
a los tratamientos. En busqueda de una terapia méas potente se estudio la sensibilidad al
tratamiento combinado de bleomicina y terapia génica. Los resultados demostraron que la
incorporacién de bleomicina al disefio experimental (la transferencia génica de gen
suicida o cIFNB) aumentd la citotoxicidad de la transferencia génica en aquellos casos
donde la transferencia génica habia logrado matar no mas del 50% de las células (Fig.
26). Mas aun, vimos que los lipoplexes sensibilizan a las células tumorales al efecto de la
bleomicina favoreciendo su incorporacion al interior de las células. Es la primera vez que
se reporta esta ventaja o “bonus track” de la terapia génica no viral y por lo tanto podria
constituir una nueva formulacién farmacolégica en donde los lipoplexes mejoran la accion
de un antineoplasico favoreciendo su entrada al interior de la célula.

La novedosa estrategia terapéutica desarrollada basa su accion en caracteristicas
generales de las células tumorales. La accién del sistema gen suicida se basa en la
duplicacidn celular (Oldfield EH et al. 1993), el efecto citotdxico de la transferencia génica
del interferén beta ha sido reportado en lineas celulares de varios origenes tumorales
(Villaverde MS et al. 2012) y la bleomicina actia como endonucleasa, clivando la doble
cadena de DNA (Jingyang C & Stubbe J 2005, Mir LM et al. 1996). Dado que el
melanoma canino es un modelo que se asemeja a uno de los canceres mas agresivos en
humanos, el melanoma de cabeza y cuello, es muy posible que la nueva estrategia
terapéutica, el sistema lipoplexes/bleomicina, resulte citotdxica en otro tipo de tumores.
Por lo tanto, seria interesante probar la nueva formulacion farmacolégica en esferoides

multicelulares derivados de otro tipo de tumores.
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CONCLUSIONES
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Las principales conclusiones del presente trabajo son:

¢ Las lineas derivadas de melanoma mucoso espontaneo canino presentan una gran
heterogeneidad que se ve reflejada: (i) en la morfologia de sus esferoides (Fig. 15), (ii)
en la presencia/ausencia de marcadores inmuno-citoquimicos (Tabla 3) y (iii) en la
variada respuesta a la transferencia no viral del sistema gen suicida HSVtk/GCV y del
gen clFN- de sus monocapas y esferoides (Figs. 16-17 y 22, respectivamente) .

e Los cultivos de esferoides reflelan mejor que los cultivos en monocapa el
comportamiento de las células tumorales a la transferencia no viral del sistema gen
suicida HSVtk/GCYV in vivo (Fig. 19).

¢ El fenotipo de resistencia multicelular (MCR) depende del nimero de células que
componen el esferoide (Figs. 17, 22-23) y seria causado por una rapida repoblacion de
la zona necrosada por el pasaje de las células tumorales quiescentes (resistentes al
tratamiento) a la fraccion proliferativa (Figs. 18, 20-21).

¢ La eficacia de la transferencia no viral del gen cIFN-B in vitro, revela el potencial de la
estrategia para el tratamiento del melanoma mucoso espontaneo canino in vivo (Fig.
22).

eLa co-lipofeccion de los genes terapéuticos HSVtk/GCV y cIFN-B constituiria una
estrategia terapéutica altamente efectiva para el tratamiento de tumores espontaneos
caninos in vivo (Figs. 23-24).

e El efecto citotéxico del sistema lipoplexes/bleomicina es independiente de la actividad
transcripcional del plasmido (Figs. 28-29), dependiente de la temperatura y de la
cantidad de lipoplexes (Fig. 31).

e La incorporacion de lipoplexes al interior dependeria tanto de mecanismos de
transporte pasivo como la fusién lipidica de membranas o activo dependiente de
energia mientras que la incorporacién de bleomicina dependeria principalmente del
transporte activo (Figs. 31, 33-35).

¢ Siendo el sistema lipoplexes/bleomicina muy efectivo para el melanoma mucoso
espontdneo canino in vitro (Fig. 26-30), el agente quimioterapéutico constituiria un
valioso adyuvante de la terapia génica para el control local del crecimiento tumoral in
Vivo.
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