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Esferoides multicelulares como modelo tumoral in vitro para el

estudio de la expresion de transgenes y la terapia génica

El cultivo celular tridimensional en esferoides es un modelo mucho mas realista
que el cultivo en monocapas para estudiar el comportamiento de los tumores y su
respuesta a distintas terapias.

Los esferoides expresaron transgenes lipofectados en forma transitoria y
dirigidos por el promotor CMVie (promotor inmediato-temprano del Cito Megalo Virus)
(plasmido pCMVB) con mayor eficiencia que las monocapas, y dicha expresion
persistio durante mas de 75 dias, siendo en dicho momento similar a la de monocapas
no repicadas de 8 dias. Este aumento en la expresién se revirti6 cuando las células
formaron monocapas, y no fue debido a la integracion de los vectores, que persistieron
como episomas. El agregado de las secuencias EBNA-1 y oriP del virus Epstein-Barr
al pCMV[ aumento la expresion del transgén en células humanas HEp-2. El promotor
CMVie produjo los mayores niveles de expresion en todas las lineas celulares
evaluadas. Su delecion parcial (325 bp del extremo 5°) practicamente anuld su
actividad, la que fue parcialmente restaurada por el agregado de cortas secuencias
consenso.

Los esferoides resultaron menos sensibles al sistema gen suicida/prodroga
HSVikIGCV que las monocapas correspondientes, y presentaron un menor efecto
bystander. Este fendmeno no fue consecuencia de una baja penetracion del GCV sino
que involucrd otros mecanismos. Sin embargo, los esferoides transfectados con
HSVitk fueron significativamente mas sensibles al GCV que sus controles

transfectados con Bgal, lo que sustenta el uso de esta estrategia in vivo.

Palabras clave: esferoides multicelulares tumorales, terapia génica, vectores no
virales, lipofeccion, expresion de transgenes, persistencia de expresion, sistema
HSVtk/IGCV.



Multicellular spheroids as an in vitro tumor model to study

transgene expression and gene therapy

The three-dimensional cell culture in spheroids is a much more realistic model
than monolayer cultures to study tumor behavior and its responsiveness to different
therapies.

Spheroids expressed transiently lipofected CMVie (immediate-early Cito Megalo
Virus promoter)-directed transgenes much more efficiently than monolayers, and this
expression lasted for more than 75 days, being at this moment similar to non-replated
monolayer expression at 8 days. This enhancement in expression was reverted when
cells formed monolayers, and was not due to integration of vectors, which persisted as
episomes. The addition of EBNA-1 and oriP sequences from Epstein-Barr virus
increased transgene expression in human HEp-2 cells. The CMVie promoter produced
the higher expression levels in all cell lines tested. Its partial deletion (325 bp from the
5' edge) abolished most of its activity, which was partially restored by the addition of
short consensus sequences.

Spheroids resulted less sensitive to the suicide gene/prodrug HSVtk/GCV
system than the corresponding monolayers, and they showed a lower bystander effect.
This phenomenon was not a consequence of a low GCV penetration but involved
another mechanisms. However, HSVtk-transfected spheroids were significatively more
sensitive to GCV than their Bgal-transfected controls, a fact that supports the utilization

of this approach in vivo.

Keywords: multicellular tumor spheroids, gene therapy, non-viral vectors, lipofection,

transgene expression, persistence of expression, HSVtk/GCV system.



ABREVIATURAS

Ad5 E4: region E4 de Adenovirus 5

BrdU: bromodeoxiuridina

Bgal: B-galactosidasa

IB: células transfectadas con Bgal

CMVie: promotor inmediato-temprano del Cito Megalo virus
IE: esferoides

EBV: virus Epstein-Barr

EBNA-1: antigeno nuclear 1 del virus Epstein-Barr

GCV: ganciclovir

GCV/1d: ganciclovir agregado al dia 1 post-transfeccion
GCV/8d: ganciclovir agregado al dia 8 post-transfeccion
hGM-CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos humano
hIL-2: interleuquina 2 humana

HSVtk: timidina quinasa del virus herpes simplex

/M: monocapas

MCR: resistencia multicelular

MDR: resistencia multiple a drogas

ori P: origen de replicacion del virus Epstein-Barr

SV40e: promotor temprano del virus 40 de simio

Itk: células transfectadas con HSVtk

B16: linea celular de melanoma murino
LM3: linea celular de adenocarcinoma mamario murino
LMO5e: linea celular de adenocarcinoma mamario murino

HEp-2: linea celular de carcinoma escamoso humano de laringe
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ESFEROIDES MULTICELULARES COMO MODELO TUMORAL IN VITRO

Durante muchos afios se han investigado los mecanismos del crecimiento
maligno y la respuesta de las células tumorales a diversas terapias utilizando como
modelo lineas celulares tumorales estables creciendo en monocapa. Sin embargo, el
crecimento bidimensional de las células tumorales, donde todas estan igualmente
expuestas a oxigeno y nutrientes, no representa completamente las caracteristicas de
los tumores solidos tridimensionales, en los que la distribucion no uniforme de oxigeno
y nutrientes, asi como otros tipos de estrés fisico y quimico, resultan en una
significativa heterogeneidad celular, desarrollandose dafio celular e incluso necrosis en
aquellas zonas donde el suministro de oxigeno y nutrientes es bajo [1]. Esta gran
variacion ambiental en las diferentes zonas del tumor posiblemente ha generado
subpoblaciones de células con distintas propiedades funcionales y de crecimiento, asi
como diferentes respuestas a las diversas modalidades terapéuticas. Pequenos
nodulos tumorales o microrregiones de tumores grandes pueden ser considerados
nichos microambientales con gradientes de metabolitos criticos como oxigeno,
glucosa, lactato, iones H', otros nutrientes, hormonas y factores de crecimiento [2].

Los esferoides constituyen un modelo de cultivo tridimensional in vitro de
células que crecen agrupadas en suspension. Los primeros trabajos en este campo se
centraron en la morfogénesis, utilizando cultivos esféricos de células embrionarias y
tumorales. Pero el espectro de la investigacion con agregados celulares fue ampliado
por Sutherland y colaboradores alrededor de 1970, quienes inauguraron los esferoides
multicelulares tumorales como modelo in vitro para estudios sistematicos de la
respuesta tumoral a diversas terapias [3]. Este modelo, de complejidad intermedia
entre los cultivos en monocapa y los tumores in vivo, recrea mas estrechamente que
otros las areas pobremente oxigenadas y necréticas de los tumores y permite estudiar
muchas de las diferencias en la respuesta a la radio y quimioterapia observada entre
las células creciendo en monocapa y los tumores in vivo [4]. Tal vez el hallazgo mas
importante en este area haya sido el descubrimiento de un tipo de resistencia a
diversas terapias, exclusivo de las estructuras tridimensionales, llamada resistencia
multicelular (MCR), presente tanto en esferoides como en tumores in vivo [5].

Los estudios orientados hacia la terapia antineoplasica pasaron a ser el
principal campo de investigacion con esferoides, aunque dichas investigaciones dieron
lugar a varios estudios sobre mecanismos bioldgicos basicos, como la regulacion de la

proliferacion, la muerte celular, la invasién, la angiogénesis o la respuesta inmune [6].



En un trabajo muy interesante realizado por Dangles y colaboradores [7], se
cuantifico la expresion de 28 genes claves en el desarrollo y progresiéon tumorales en
tres tumores de vejiga y sus lineas celulares derivadas, cultivadas en suspensién, en
monocapas y en esferoides. Los resultados mostraron diferencias cuantitativas entre
los tres modelos experimentales de entre 2 y 63 veces en la expresion de 24 de los 28
genes evaluados, demostrando que el modelo de cultivo influye muy significativamente

en las caracteristicas de las células.

Caracteristicas generales de los esferoides

Similitud morfolégica con los tumores de los que derivan

Los esferoides tumorales pueden ser formados a partir de un numero ilimitado
de lineas celulares y tejidos. El curso temporal de la formacién de esferoides puede
variar entre una linea y otra, asi como el tamafio, la forma y el grado de compactacion
de los mismos. Asi, determinadas lineas celulares forman esferoides muy compactos y
generalmente redondeados en los cuales no pueden distinguirse los limites
intercelulares, mientras que otras forman agregados mas laxos y de forma irregular, en
los cuales se ven claramente células individuales. Es sumamente interesante notar la
alta similitud que suele existir entre los esferoides y los tumores sélidos in vivo que los

originan [1].

Caracteristicas de crecimiento similares a las de los tumores sélidos in vivo

Ademas de la morfologia, los esferoides también se asemejan a los tumores
sélidos in vivo en su dinamica de crecimiento. Los cultivos en monocapa crecen
exponencialmente, mientras que los tumores sdlidos y los esferoides tumorales se
caracterizan por una fase exponencial temprana seguida de un periodo de crecimiento
mas lento. La primera fase es independiente de factores externos, mientras que la
segunda depende del tamarfio del tumor y de las restricciones nutricionales impuestas
a las células que se localizan en el interior del tumor [1].

Para demostrar la importante similitud entre el crecimiento de los tumores
sélidos y el crecimiento de los esferoides tumorales se han aplicado varios modelos
matematicos. Por ejemplo, se han descripto curvas de crecimiento con tres fases

sucesivas (geométrica, lineal y plateau), donde la fase geométrica corresponde a la



agregacion y proliferacion de esferoides pequefios, y las fases lineal y plateau
representan respectivamente el desarrollo de una region interna no proliferativa y la
formacion de un centro necrético en los esferoides [8]. La aplicacion de éste y otros
modelos al crecimiento de tumores sélidos y de cultivos en esferoides y en monocapas
ha permitido concluir que los esferoides tumorales representan un modelo mucho mas
realista para los tumores sélidos in vivo que los cultivos en monocapas.

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 quiescentes y necroticas se ubican a distancias progresivas de los vasos. La
distancia entre los vasos y las areas necréticas, 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 éptimas de oxigeno y nutrientes, el
grosor de las capas de células viables que rodean a los centros necroticos 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 [2].

A través de estas pequefas distancias, de alrededor de 10 a 20 diametros
celulares, pueden desarrollarse diferencias significativas en el microambiente celular.
Generalmente, la mayor parte de las células proliferativas se encuentran en las 3 a 5
capas mas externas. 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 [6].

La resistencia multicelular como fenémeno exclusivo de las estructuras

tridimensionales

La investigacion de la resistencia al tratamiento del cancer se centr6é durante
mas de 20 afios en la resistencia multiple a drogas (MDR). La MDR involucra la
sobreexpresion del gen mdr1, que codifica para una glicoproteina de membrana: la
glicoproteina P (Pgp), que aparentemente funciona como una bomba dependiente de
ATP (adenosin trifosfato) que expulsa drogas hidrofébicas. La expresion de Pgp en
tumores se asocia a menudo con mal prondstico y baja respuesta a la quimioterapia

Una gran cantidad de drogas antineoplasicas han sido identificadas como “sustratos”

3



de esta bomba [9]. A pesar de haberse trabajado mucho sobre el tema, aun no ha
surgido un meétodo util para revertir la MDR que sea adecuado para el uso clinico,
aunque varios compuestos han entrado en ensayos clinicos. Una posible explicacion
para esta falla es que el modelo experimental utilizado no fue el apropiado. Muchos de
los estudios fueron realizados in vitro con células a las que se les indujo resistencia
mediante una larga exposicién a concentraciones crecientes de una droga. Los indices
de resistencia de estas sublineas celulares fueron de entre 10 y 1000, mientras que un
indice mayor o igual a 2 in vivo es suficiente para provocar el fracaso de la
quimioterapia.

Cuando las células tumorales crecen en esferoides, exhiben un fendmeno
conocido como resistencia multicelular (MCR), y los tumores in vivo parecen presentar
las mismas caracteristicas.

En cuanto las células han establecido contacto con su microambiente (células
homodlogas y heterdlogas y matriz extracelular), se hacen menos sensibles a las
drogas antineoplasicas. Entonces, para obtener el mismo nivel de inhibicion del
crecimiento celular observado in vitro en cultivos en monocapa, la concentracion de la
droga debe ser incrementada en un factor que es altamente variable dependiendo de
la droga evaluada. Esta resistencia, dependiente del contacto, desaparece al disgregar
los contactos celulares.

En presencia de MCR, la cual comienza menos de 24 horas después de iniciar
el cultivo en esferoides, las células pueden volverse resistentes a la mayoria de las
drogas antitumorales, a la inmunoterapia y a diversas clases de radioterapia [5].

Los mecanismos involucrados en la MCR no han sido aun elucidados
completamente. Una de las razones para ello es que existen varios mecanismos de
resistencia y sélo puede observarse el resultado final de la suma de todos ellos.

Los mecanismos de la MCR pueden ser divididos en dos clases: la resistencia
por contacto (similar a la observada en monocapas confluentes), y la resistencia
relacionada con la estructura heterogénea de los agregados tridimensionales. Es
posible considerar la posibilidad de un mecanismo en dos etapas: primero la
resistencia por contacto, y luego la debida a la estructura tridimensional. Los
mecanismos involucrados incluyen:
¢ inhibicién de la apoptosis por contacto entre células o entre célula y matriz;

e alta proporcion de células quiescentes;
e modulacion de la expresién de proteinas, incluyendo topoisomerasas y enzimas de
reparacion del ADN;

e potenciales problemas de permeabilidad; y



e presencia de un centro hipdxico y/o necrético [5].

Un ejemplo de la importancia de la adhesion celular en la MCR lo constituyen
las células de carcinoma mamario murino EMT-6, que han sido seleccionadas por su
resistencia a varios agentes alquilantes in vivo. Al cultivar estas células in vitro, se
observo una correlacion entre el grado de compactacion de los esferoides y su grado
de resistencia. El aumento en la adhesion intercelular se asocié también con una
menor fraccion proliferativa en las células y con una capacidad mucho menor de
detenerse en la fase G2/M del ciclo celular luego de la exposicion a la droga [10].

Algunas evidencias permiten diferenciar claramente la MCR de la MDR. En
primer lugar, se ha observado que un aumento en la densidad celular induce una
disminucién en la expresion del gen mdr1 y en la concentracion de glicoproteina P
[11]. Por otro lado, se han encontrado niveles equivalentes de ARNm para mdr1 en

células cultivadas en esferoides y en monocapas [12].

Se requiere una nueva clase de drogas terapéuticas para revertir la MCR.
Algunos compuestos capaces de interrumpir la comunicacién y la unidén entre las
células tumorales y su microambiente parecen ser capaces de superar la MCR v,
sorprendentemente, inhibir la metastasis.

La hialuronidasa, una enzima que hidroliza acido hialurénico, disminuye la
adhesion a la matriz extracelular y restaura la sensibilidad de las células a las drogas
antineoplasicas. Naturalmente, la hialuronidasa sélo modula la resistencia relacionada
con la adhesién celular. Esta enzima ya ha sido utilizada en pacientes como
suplemento de la quimioterapia [10,13].

Otras moléculas utilizadas para revertir la adhesién celular y modular la MCR,
también llamadas quimiosensibilizadores, son: verapamil, ciclosporina A, anticuerpos
monoclonales dirigidos contra moléculas que median la adhesion celular y moléculas

que imitan secuencias de unién de proteinas de adhesion o de sus receptores [13,14].

Respuesta diferencial de los esferoides a factores de crecimiento, citoquinas y

hormonas

Varios estudios han demostrado importantes diferencias en la respuesta a
factores de crecimiento, citoquinas y hormonas en esferoides comparados con sus
respectivas monocapas. En un trabajo, se observd que una concentracion muy baja de
EGF (factor de crecimiento epidérmico) estimuld el crecimiento de esferoides de la

linea celular A431, mientras que la misma concentracion de EGF inhibio el crecimiento



de estas células en monocapa; aunque se observé una cantidad mucho menor de
receptores para EGF en esferoides que en monocapas [15]. También se han
observado diferencias en la expresion de TGF-a y TGF-B (factores de crecimiento
tumoral -a y -B, respectivamente) en esferoides de distintas lineas celulares, con
respecto a sus monocapas [16].

En base a estos resultados, se puede concluir que los estudios in vitro que
buscan determinar el rol de factores de crecimiento en tumores deberian realizarse en

cultivos en esferoides en lugar de monocapas [16].

Alto grado de diferenciacion celular en esferoides

Se ha encontrado evidencia de una alta diferenciacion en esferoides de células
normales y tumorales, en cuanto a criterios morfoldgicos, bioquimicos e
inmunoldgicos.

En esferoides, la expresion de antigenos fetales es cualitativa vy
cuantitativamente diferente a la de monocapas. Por ejemplo, los esferoides de algunas
lineas de adenocarcinoma de colon se diferencian para desarrollar estructuras
pseudoglandulares que poseen caracteristicas de los tumores in vivo, en las que la
expresion de antigeno carcinoembrionario (CEA) es ocho veces mayor que en las
mismas células cultivadas en monocapas [17].

Por otra parte, se ha observado morfogénesis glandular en células aisladas de

glandula traqueal humana, cultivadas en geles tridimensionales de colageno [18].

Adhesion celular diferencial en esferoides y en monocapas

En los esferoides, las células se mantienen unidas por microproyecciones de la
membrana celular, por moléculas de adhesién, por matriz extracelular y por una
variedad de uniones intercelulares (uniones estrechas, adherentes, en hendidura o
gap y desmosomas).

Varios estudios apoyan que los esferoides constituyen un modelo mas
adecuado que las monocapas para el estudio de la adhesion celular. Por ejemplo, se
ha observado que la cantidad de matriz extracelular en esferoides de glioma,
osteosarcoma y melanoma es mucho mayor que en monocapas de las mismas
células, y que su composicién y organizacion se asemeja mucho a la de la matriz
extracelular de los tumores in vivo. Lo mismo ocurre con el patron de expresion de

integrinas, el cual puede ser modulado por el microambiente y los contactos
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intercelulares en los esferoides. También se han encontrado diferentes patrones de
expresion en esferoides y en monocapas de cadherinas y otras moléculas de adhesién
intercelular [16].

En los ultimos afos, se ha afirmado el concepto de que existe una estrecha
relacion entre la supervivencia de varios tipos celulares y la adhesion celular, la cual
incluye contactos célula-célula y célula-matriz extracelular. En base a estudios
realizados en esferoides, se ha avanzado significativamente al reconocer que la
sefnalizacién intercelular puede regular la supervivencia. Durante mucho tiempo se ha
creido que el crecimiento independiente de anclaje es fundamental para la progresién
tumoral. La acumulaciéon de evidencia experimental indica ahora que la adhesién
intercelular puede proveer sefiales compensatorias que promuevan la viabilidad
celular, y esta supervivencia aberrante podria contribuir al crecimiento neoplasico, asi
como al desarrollo de resistencia multicelular [18].

Otra variable relacionada con la supervivencia celular en relacién a la adhesién
es la forma celular alterada en esferoides. Esta forma alterada puede estimular
transducciones mecanoquimicas desde la membrana celular, a través del
citoesqueleto y la matriz nuclear, a la cromatina, afectando entonces el

empaquetamiento del ADN y las interacciones entre ADN y enzimas [19].

Los esferoides presentan necrosis central y apoptosis

Con pocas excepciones, los esferoides se caracterizan por la emergencia de
una desintegracion celular en su regién central, la cual es usualmente llamada
necrosis. Al crecer el esferoide, el diametro de dicha necrosis se expande a una
velocidad similar a la del aumento del volumen del esferoide, lo cual resulta en un
grosor relativamente constante de la capa de células viables a medida que el diametro
del esferoide aumenta.

El inicio y la expansion de la necrosis central en esferoides se ha caracterizado
como una compleja interaccion de varios mecanismos biolégicos. En la mayoria de los
casos, la necrosis no es una consecuencia directa de la hipoxia o anoxia ni de la
deplecién de nutrientes, tal como ha sido el dogma durante varios afios. Por el
contrario, los esferoides pueden ser clasificados en tres grupos: (i) esferoides en los
que la hipoxia y la necrosis emergen simultdneamente, (ii) esferoides en los que la
hipoxia comienza antes que la necrosis, y (iii) esferoides en los que la necrosis

comienza antes que la hipoxia [20].



Por otro lado, se ha informado en varios trabajos que los esferoides pueden
contener células apoptoticas. Por ejemplo, en esferoides de células V79 las células
apoptoéticas se observan en forma dispersa en eventos singulares o en pequefos
grupos, se acumulan con frecuencia creciente en el centro del esferoide, y
eventualmente se unen para formar un area central de destruccién celular que puede

ser considerada una necrosis secundaria [6].

La difusién de macromoléculas no se ve mayormente restringida en esferoides

La aplicacion de moléculas terapéuticas (por ejemplo drogas
quimioterapéuticas) a tumores sélidos se enfrenta muy a menudo con problemas que
conciernen a su difusion en el contexto de un tejido organizado. Aun si la via de
administracion es local y no sistémica, el transporte de una macromolécula terapéutica
dentro de un tumor sdlido se enfrenta con la barrera que representa el movimiento en
el espacio intersticial. Debido a espacios intersticiales amplios y a la falta de drenaje
linfatico, la presion intersticial es generalmente mas alta dentro del tumor que en el
tejido normal circundante, por lo tanto el movimiento del solvente tiende a transportar
moléculas hacia afuera, y una macromolécula en la periferia del tumor debe superar
esta conveccion para penetrar en el tumor por difusion.

Sin embargo, los esferoides tumorales son en general relativamente pequefos
comparados con los tumores, y bajo estas condiciones la presion intersticial
probablemente iguala a la de los tejidos normales. Por lo tanto, los esferoides
representan un modelo optimo para investigar efectos de macromoléculas en
estructuras tridimensionales en las que la presién intersticial es despreciable, por

ejemplo tumores pequefios y micrometastasis [21].

Técnicas de cultivo de esferoides

A continuacién se describen brevemente las técnicas mas utilizadas para
obtener y cultivar esferoides. También pueden utilizarse combinaciones de estas
técnicas.

e Técnica liquid-overlay: Es la mas sencilla y la mas utilizada. Se colocan

suspensiones unicelulares de células tumorales, provenientes de monocapas
tripsinizadas o de tumores disgregados, en placas cubiertas con una superficie no

adherente, siendo la mas usada una fina capa de agar o agarosa. Las células no



se adhieren a un sustrato sino que crecen en suspension por encima del mismo.
En general, al término de uno a tres dias se forman pequefias colonias de células
agregadas. Cuando estos agregados se hacen compactos y redondeados, se los
coloca en otra placa no adherente, descartando las células que no formaron
esferoides, y se los mantiene en cultivo cambiando el medio regularmente.

e Meétodo del frasco spinner. Células tripsinizadas provenientes de monocapas en

crecimiento son colocadas en frascos spinner. La agitacién inhibe la adhesién de
las células al frasco, y con el tiempo las células forman agregados que
posteriormente se transforman en esferoides. Los esferoides son colectados
cuando alcanzan el tamafio requerido.

o Sistema de rotacidn giratoria: Las células provenientes de monocapas tripsinizadas

se colocan en frascos Erlenmeyer de vidrio o de plastico no adherente con una
cantidad controlada de medio de cultivo. Los frascos son luego incubados en un
agitador rotatorio, determinando la velocidad de rotacion 6ptima. Los esferoides
son colectados cuando alcanzan el tamafio requerido [1].

Por otro lado, existen también unas pocas lineas celulares que forman

esferoides espontaneamente en cultivo [18].

Principales aplicaciones de los esferoides

Obtencion de tejidos artificiales

Aunque durante afos se ha utilizado la técnica de cultivo de tejidos y érganos
en forma de explantos, se han generado recientemente tejidos bioartificiales in vitro a
partir de células individuales provenientes de material primario o de lineas celulares.
Estos cultivos tridimensionales fueron obtenidos explotando la agregacion celular
espontanea y generando conglomerados celulares mas o menos esféricos, o bien
cultivando las células sobre sustratos artificiales que inducen la diferenciacion celular.

Durante los ultimos afios se han obtenido, con mayor o menor éxito, tejidos
artificiales de higado, pancreas, glandula pineal, glandula tiroides, cerebro, corazén y
piel [6].



Obtencion de cuerpos embrionarios (embryoid bodies) a partir de células

troncales

Los embryoid bodies son cultivos tridimensionales derivados de células
troncales embrionarias pluri o totipotentes que han retenido su capacidad para la
determinacion del linaje. El campo en el que mas se han desarrollado es el de la
hematopoyesis, y se considera que se esta cerca de generar sangre artificial. También

se ha investigado la vasculogénesis utilizando este tipo de modelo [6].

Los estudios en esferoides han permitido profundizar el conocimiento de la

biologia tumoral

En los ultimos afos se han realizado en esferoides numerosos estudios sobre
invasion y metastasis, la mayoria de ellos dirigidos hacia la inhibiciéon de dichos
procesos mediante la interferencia con los mecanismos que involucran. Tales
mecanismos se relacionan con el gen supresor tumoral p16, varias moléculas de
adhesion, receptores de factores de crecimiento, conexinas y uniones gap, inhibidores
de metaloproteasas y varios constituyentes de la matriz extracelular [20].

Uno de los ensayos clasicos para estudiar la invasion in vitro es el cocultivo de
esferoides tumorales con fragmentos de corazén de embridon de pollo. Otro modelo
mas moderno es el de agregados de cerebro de feto de rata como blanco para la
invasion por esferoides de células de glioma [22].

En cuanto a la angiogénesis, debe reconocerse que los esferoides no han
podido ser vascularizados in vitro, ya que parecen ser resistentes a la invasién por
células endoteliales en cocultivos [23]. Sin embargo, Zwi y colaboradores [24] han
desarrollado una técnica para la implantacion de esferoides en la cavidad peritoneal,
donde resultan vascularizados y de donde pueden ser recuperados para cuantificar la
vascularizacion. Los estudios de implantacion de esferoides han incrementado

sustancialmente el conocimiento de la angiogénesis tumoral [20].
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Los esferoides son modelos muy apropiados para las terapias antineoplasicas

Quimioterapia: Por un lado, el descubrimiento y desarrollo de nuevas drogas
oncologicas requiere sistemas de screening rapidos y sencillos que optimicen la
seleccion de las moléculas mas activas, a partir de un gran numero de drogas
potenciales, para introducirlas en ensayos preclinicos, y los cultivos tridimensionales
son muy apropiados para este fin [25]. Por otro lado, los esferoides representan
excelentes modelos para estudiar la resistencia a agentes antitumorales, ya que
ayudan a discriminar las formas de resistencia intrinsecas y adquiridas, lo cual deberia
ser la base de nuevos enfoques para superar la falta de quimiosensibilidad [10].
Inmunoterapia: So6lo hubo unos pocos trabajos recientes sobre la utilizacién de
esferoides en este campo. En un interesante estudio realizado por Borgstrom y
colaboradores [26], se implantaron esferoides en ratones nude para su
vascularizacion, y utilizando microscopia intravital se pudo observar la interaccién
entre los leucocitos y la nueva microvasculatura tumoral formada.

Radioterapia: Los estudios relacionados con la radioterapia dominaron el campo de la
investigacion con esferoides en los afios '70 y '80. Posteriormente hubo una
disminucién en la cantidad de trabajos en el area. Sin embargo, varios grupos
continian investigando en el tema, y se siguen generando resultados muy
interesantes. Un ejemplo es el trabajo de Stuschke y colaboradores [27], quienes
mostraron que el grado de diferenciacion es un determinante importante en la
radiosensibilidad de varios tipos de esferoides de origen humano. Por otro lado, la
interaccion entre células viables y células muertas o moribundas en una estructura
tridimensional puede aumentar la radiosensibilidad [28].

Tratamientos con anticuerpos: Varios grupos han investigado durante mucho tiempo

las caracteristicas de adhesion y penetracion de anticuerpos en esferoides, que
podrian aplicarse a la terapia del cancer. Varios de estos estudios han utilizado
anticuerpos marcados radiactivamente, con el intento adicional de sentar una base
para los futuros tratamientos de inmunorradioterapia in vivo. Por ejemplo, se han
utilizado ampliamente anticuerpos marcados con '®| y ™'l para evaluar su potencial
terapéutico en esferoides de distintos tipos histolégicos [21].

Macromoléculas que interfieren con la_adhesién: Con el objetivo de influir sobre el

crecimiento, diferenciacion y potencial invasivo de las células tumorales en cultivos
tridimensionales, varios estudios con esferoides han utilizado componentes de la

matriz extracelular o anticuerpos no marcados dirigidos contra estructuras de la
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superficie celular involucradas en la adhesién célula-célula o célula-matriz extracelular
[21].

Inmunotoxinas: Los conjugados citotoxicos selectivos de tumor (inmunotoxinas) son
producidos por la unién quimica o genética de toxinas bacterianas, toxinas vegetales,
drogas y otros compuestos téxicos, a moléculas vehiculo (anticuerpos, ligandos,
factores de crecimiento) que se unen a antigenos o a receptores de la superficie
celular. Varios estudios con esferoides muestran que la eficacia de las inmunotoxinas
en estructuras tridimensionales esta muy influenciada por la cantidad de antigenos o
receptores expresados por las células tumorales, y por la afinidad de la interaccion

inmunotoxina-célula. Las respuestas obtenidas han sido muy heterogéneas [21].
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LA TERAPIA GENICA DEL CANCER

El cancer es una enfermedad genética en la que las células evidencian
mutaciones en genes relacionados con el control del crecimiento y la apoptosis, y
poseen alteraciones funcionales que apoyan su capacidad de invadir y hacer
metastasis. La interaccion de las células tumorales con su microambiente, que incluye
matriz extracelular, células del sistema inmune y células necesarias para la induccién
de angiogénesis, es un componente critico del crecimiento tumoral. Entonces, existen
muchos blancos potenciales en los que la introduccidon de nuevos genes y la
inactivacion de genes activos o defectuosos puede limitar o eliminar el crecimiento del
tumor. A medida que crece el entendimiento de la biologia tumoral y de las
interacciones tumor-huésped, el niumero de blancos posibles se incrementa. Sin
embargo, algunos de estos blancos no son inactivados tan facilmente como lo predice
la teoria, y la aplicacion de una terapia génica completamente segura y eficiente ha
resultado ser una tarea muy compleja.

En la terapia génica del cancer hay tres temas recurrentes. El primero es el
disefio de estrategias para matar o enlentecer el crecimiento de las células tumorales.
El segundo es el desarrollo de vectores y sistemas de transferencia genética que
sean seguros, eficientes y, en la medida de lo posible, direccionados. El tercer tema
es la traduccidn de estudios preclinicos a protocolos clinicos y ensayos para evaluar

la seguridad y eficacia de la terapia [29].

Estrategias para la terapia génica del cancer

El éxito en el desarrollo de estrategias para la terapia génica del cancer esta
estrechamente relacionado con el entendimiento de la biologia del cancer humano.
Las principales estrategias dirigidas a las células tumorales son:
e la introduccion de genes supresores tumorales (por ejemplo: p53 y Rb) que
pueden estar inactivados en ciertos tumores;
e |a expresion de oncogenes dominantes negativos y versiones dominantes
negativas de otros genes promotores del crecimiento;
e la induccion de apoptosis, ya sea directamente o en combinacion con otras
modalidades como la radioterapia y la quimioterapia;
e ¢l uso de virus que se replican solamente en células tumorales, conocidos como

virus oncoliticos;
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¢ laintroduccion de genes suicidas que expresan enzimas que convierten prodrogas
no toxicas en drogas citotoxicas activas; y
e |a sensibilizacién de células tumorales a tratamientos como la radioterapia y la

quimioterapia.

Por otra parte, existen varias estrategias dirigidas al huésped, como por

ejemplo:

¢ la inhibicion de la angiogénesis por expresion constitutiva de inhibidores o por
bloqueo de factores pro-angiogénicos;

¢ la introduccidn de genes que confieren resistencia a drogas quimioterapéuticas en
tejidos normales como médula 6sea;

e la introduccion de citoquinas en células inmunes efectoras o la exposicién de
dichas células a antigenos clonados para amplificar la respuesta inmune; y

e el desarrollo de vacunas antitumorales basadas en la modificacién de las mismas

células tumorales mediante citoquinas que estimulan al sistema inmune [29].

El sistema HSVtk/GCV es la estrategia suicida mas utilizada

Se piensa que muchas alteraciones oncogénicas presentes en los tumores
ejercen acciones complementarias que contribuyen al fenotipo maligno, invasion y
metastasis. Ciertas terapias génicas del cancer llevan implicita la presuncién de que
debe haber alguna propiedad de las células neoplasicas que las distinga lo suficiente
de las células normales para permitir eliminarlas sin toxicidad para su contraparte
normal. La terapia con genes suicidas constituye otra alternativa. En lugar de
manipular positiva o negativamente funciones celulares existentes, las células
tumorales son modificadas genéticamente para que expresen un gen que las
sensibiliza a drogas que de otra manera serian inocuas [30].

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 prodroga de baja toxicidad ganciclovir (GCV), que es monofosforilada
por la HSVtk y luego fosoforilada por las kinasas de mamifero, convirtiéndose en un
trifosfato téxico analogo de guanosina que interrumpe la sintesis del ADN funcionando
como un terminador de cadena, lo cual resulta en la muerte celular. Por lo tanto, toda

célula que exprese la HSVtk sera eliminada por esta droga.
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El efecto bystander es fundamental en la eficacia del sistema HSVtk/IGCV

Varios estudios han demostrado que el GCV es toxico incluso para células
tumorales adyacentes que no expresan el gen de la HSVtk. Este efecto denominado
bystander (citotoxicidad del entorno), posee una importancia fundamental en el
tratamiento terapéutico [31].

Los mecanismos mediadores del efecto bystander no han sido totalmente
elucidados. Algunos de ellos son: (i) la transferencia del GCV fosforilado (téxico) a las
células adyacentes que no expresan HSVtk, a través de gap junctions o de vesiculas
apoptoticas liberadas por las células que expresan HSVtk, (ii) la endocitosis de los
remanentes toxicos de las células apoptdticas, (iii) la destruccion de la vasculatura
tumoral, y (iv) la respuesta inmune aumentada contra el tumor [32,33]. El efecto
bystander es entonces un complejo proceso bioldgico que involucra varios
mecanismos, que pueden no ser los mismos in vitro que in vivo.

Algunos estudios han mostrado que células deficientes en uniones gap
generan un efecto bystander débil y que la transfeccion del gen de la conexina en
estas células restaura dicho efecto [34]. Sin embargo, esto es solo una parte del
mecanismo que ocurre in vivo. El efecto bystander in vivo se basa en tres procesos
que causan la regresion del tumor: la quimiosensibilizacion 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 [35].

La respuesta inmune puede ser dividida en dos partes: temprana y tardia. En
primer lugar, la liberacién de citoquinas (IL-2, IL-4, GM-CSF) altera el microambiente
tumoral, volviéndiolo inmunoestimulatorio; y esto da lugar a la segunda fase: el

desarrollo de una respuesta inmune antitumoral, que dura varias semanas [36].

El sistema HSVtk/GCV presenta numerosas ventajas

Este sistema esta siendo utilizado en varios protocolos clinicos debido a
las siguientes ventajas:

o Debido al efecto bystander, s6lo se necesita modificar una fraccion de la masa
tumoral con el gen de la HSVtk para causar regresiéon tumoral. En ciertos modelos
tumorales ocurre una completa regresion cuando soélo un 10% de las células o de
la masa tumoral expresan el gen suicida y el animal es tratado con GCV.

e La HSVtk es casi 1000 veces mas eficiente en monofosforilar GCV que la tk

celular. Asi, el GCV es virtualmente no toxico para células no transfectadas a
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concentraciones terapéuticas de la droga (1-10 uM), aunque el uso de la droga por
tiempo prolongado puede producir neutropenia.

¢ Una vez fosforilado, el GCV pierde su capacidad para cruzar la membrana celular,
y asi su vida media dentro de la célula es 6 veces mayor (18 a 24 hs) que la del
GCV no fosforilado. Este aumento en la vida media incrementa su efectividad.

o No se requiere una expresion prolongada del transgén pues las células que lo
expresan mueren luego de una corta exposicion al GCV, ya que a las 6 hs se inicia
la apoptosis que ocurre durante varios dias.

o Puede ser utilizado como vacuna tumoral, ya que el GCV no es inmunosupresor y
la masa tumoral destruida puede estimular una respuesta inmune antitumoral.
Ademas se demostro que las células tratadas con HSVtk/GCV son antigénicas, en
algunos casos mas antigénicas que las células tumorales irradiadas.

e EIl sistema HSVtk/iGCV también puede aumentar la sensibilidad de las células
tumorales a la quimioterapia y a la radioterapia. Tumores resistentes a la
quimioterapia y a la radiacion son sensibles al GCV cuando estan modificados con
el gen de la HSVtk. [31,32,35,37]

Por otra parte, la combinacion de este sistema suicida y vacunas antitumorales
produce sinergia entre ambas terapias. El sistema HSVik/GCV puede proveer un
evento necesario para el éxito de la inmunoterapia: un microambiente tumoral
inmunoestimulatorio que expresa moléculas inmunorreguladoras necesarias para que
se desarrolle la respuesta inmune cuando las células efectoras presentes en la
circulacién entren al tumor [36].

El sistema HSVtk/IGCV esta siendo utilizado en varios ensayos clinicos, con
distintos tipos de vectores e incluso con células productoras de HSVik, especialmente

en cancer de ovario, tumores cerebrales y mesotelioma pleural [35].

Ensayos clinicos de terapia génica

La mayor parte (mas del 60%) de los ensayos clinicos de terapia génica han
sido dirigidos al cancer (ver figura).

Con respecto a los tipos de cancer tratados, mas de la mitad se han centrado
en cinco tipos de tumores: melanoma, cancer de prostata y de ovario, carcinoma de
células escamosas de cabeza y cuello, y leucemia, seguidos por los canceres de

pulmén y de mama.
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Protocolos de transferencia genética por aplicacion
(sobre un total de 1075 protocolos)

O cancer 66%
O enf. monogénicas 8.8%
O enf. cardiovasculares 8.6%

m enf. infecciosas 6.7%
B marcacion 4.8%
@ otras terapias 3.1%

W no terapéuticos 1.2%
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Vectores y sistemas de transferencia genética

La busqueda de formas de introducir genes en células tumorales dio lugar a
muchos avances en el desarrollo de vectores virales y no virales.

Varios virus que infectan humanos, especialmente retrovirus, adenovirus y
virus adeno-asociados, han sido modificados para generar vectores de expresion
eficientes, que pueden integrarse al ADN gendémico o bien persistir como elementos
extracromosoémicos. Algunos vectores virales menos utilizados se basan en virus
herpes, SV40, vaccinia y otros [29]. La principal ventaja de los vectores virales es su
capacidad para infectar un alto porcentaje de las células blanco. Sin embargo, existen
varios problemas que limitan su aplicacion: (i) riesgo de mutagénesis insercional por
la posible integracion del vector al ADN del huésped, (ii) posibles eventos de
recombinacién que produzcan virus infecciosos capaces de replicarse in vivo, (iii)
reconocimiento y destruccion de las células transfectadas por células T, (iv)
dificultades en la reproducibilidad de la produccién, concentracién y almacenamiento
de los vectores con altos titulos para el uso clinico, (v) inactivacién de los vectores por
el complemento, e (vi) inmunogenicidad de los vectores, la cual resulta en una menor
efectividad en aplicaciones repetidas [38].

Por otro lado, los vectores plasmidicos, aunque deben ser introducidos en las
células mediante metodologias especificas, presentan varias ventajas comparados
con los vectores virales: (i) no son potencialmente infecciosos, (ii) pueden alcanzar
niveles de expresion similares a los de los vectores virales, (iii) no son inmunogénicos

(lo cual permite multiples aplicaciones), (iv) no son toxicos inclusive al ser introducidos
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de manera intravenosa, (v) tienen una muy baja probabilidad de insercién, y (vi) son
muy estables a largo plazo.

En cuanto a los sitemas de transferencia genética no virales, existen varias
metodologias:

o Inyeccion directa de ADN: Es la administracibn de ADN desnhudo y

superenrollado en tejidos. Se utiliza principalmente en vacunas a ADN vy
preferencialmente en musculo.

o Transferencia genética _mediada por particulas: Se recubren particulas

metalicas con el ADN a transferir, y estas particulas son introducidas en los tejidos
mediante un "cafdn génico" (gene gun), que las acelera. Su principal aplicacion es la
misma que el ADN desnudo.

. Transferencia de ADN precipitado con fosfato de calcio: Es un método

eficiente para transfectar células en cultivo, pero in vivo ha sido reemplazado por
otras técnicas de eficiencia superior.

o Conjugados ADN/ligando: EI ADN plasmidico, cargado negativamente, puede

formar complejos con policationes (por ejemplo poli-lisina) que son introducidos en las
células. Estos complejos pueden ser modificados uniéndoles ligandos que se unan a
receptores celulares especificos [38].
o Lipofeccién: Entre los vehiculos mas prometedores se encuentran los
liposomas cationicos (ver seccion siguiente).

Por ultimo, se ha desarrollado ampliamente la terapia con polinucledétidos, ya
sea por tratamiento directo de las células mediante administracion sistémica o
transportados en liposomas. Diferentes estrategias emplean ARN antisentido,

ribozimas o ARN de interferencia [29].

Los liposomas cationicos son vehiculos eficientes, sencillos y seguros

Los lipidos policatidnicos se asocian espontaneamente con el ADN plasmidico
por interaccion de cargas para formar estructuras llamadas lipoplex, en las cuales el
ADN esta protegido de la degradacion. Estos complejos tienen alta afinidad por las
membranas celulares, cargadas negativamente, debido a un exceso de cargas
positivas. La endocitosis de estos compuestos seguida de la ruptura de la membrana
del endosoma parece ser el principal mecanismo de la transferencia genética [39, 40].

Los lipidos catidnicos 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.
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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 catiénico y un lipido neutro (co-lipido),
que brinda estabilidad a los liposomas. La razdén 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 y los tejidos blanco, y segun la via de
administracion, por lo tanto es crucial la eleccion del lipido adecuado para cada
experimento o tratamiento. El grupo polar catidnico es critico para la toxicidad y la
eficiencia de transfeccién de estos lipidos. Por otra parte, la relacion entre ADN y
liposomas determina el tamafio de los complejos, lo cual es muy importante para una
transfeccion exitosa: los liposomas con diametros mayores a 200 nm no son
endocitados eficientemente [40].

Aunque estos vectores comenzaron con bajas eficiencias de transferencia y
expresion, han mejorado sensiblemente en los ultimos afos (en algunos casos hasta
100.000 veces). 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
huésped, 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 [41].

A la fecha ya existen mas de cien formulaciones con lipidos cationicos y
constantemente surgen nuevas variantes que intentan mejorar a las ya existentes.

Algunas de éstas se utilizan en ensayos clinicos en terapia génica [41].

Vectores utilizados en protocolos clinicos
de transferencia genética en cancer

M retrovirus 25%

O adenovirus 25%

B DNAdesnudo 16%
O lipofeccion 8.6%

W poxvirus 7.1%

O vaccinia virus 6.3%
EHSV3.3%

O0AAV 3.1%

B RNA1.2%

W otros 2.1%

www. wiley.co.uk/genetherapy/clinical
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Los vectores persistentes

Los vectores derivados del virus Epstein-Barr aumentan los niveles y la

duracion de la expresion de trangenes

El virus Epstein-Barr (EBV) es un virus del tipo Herpes que posee un genoma
de ADN de cadena doble de 172 kb. Este virus infecta preferentemente linfocitos B
humanos, aunque ha sido detectado también en varios tejidos, y se establece por si
mismo en el nucleo en estado latente en forma de plasmido circular, multicopia (5 a 50
copias en lineas linfoblastoideas) y de replicacion extracromosémica. El
establecimiento del episoma requiere de dos componentes virales: el origen de
replicacion bidireccional oriP y el gen viral EBNA-1 (antigeno nuclear 1 del virus
Epstein-Barr). Estos dos componentes, de aproximadamente 2 kb cada uno, son
suficientes para conferir replicacion y retencidon nuclear a las secuencias de ADN
unidas.

OriP consta de dos regiones no contiguas. La regién dyad symmetry (DS)
estimula la iniciacion eficiente de la replicacion cuando EBNA-1 esta unido a ella. La
familia de repeticiones (FR), una serie de aprox. 20 copias en tandem de una
secuencia de union a dimeros de EBNA-1, incrementa la replicacion y también media
la retencion nuclear. EI EBNA-1 es una proteina que contiene un dominio hélice-giro-
hélice de union directa al ADN. ElI mecanismo de retencion nuclear requiere la union
de EBNA-1 a la region FR en el plasmido y a componentes del cromosoma, mediando
la asociacion fisica del plasmido con los cromosomas. Dicho mecanismo de retencion
es imperfecto y resulta en una lenta pérdida del vector a través del tiempo. Los
vectores EBV tienen tasas de retencion de 92-98% por generacion celular en ausencia
de seleccion, las cuales son muy superiores a las altas tasas de pérdida de los
plasmidos que carecen de elementos de replicacion y retencion [42,43].

Una caracteristica muy importante de estos vectores es que no son
integrativos. La integracién de un episoma terapéutico en la cromatina del huésped es
indeseable por dos razones importantes: dicha integracién podria inactivar cualquier
gen residente en el vector, y por otra parte tiene una considerable posibilidad de
activar o inactivar loci génicos importantes en el huésped, trayendo consecuencias
deletéreas [43].

Otra caracteristica de oriP en presencia de EBNA-1 es la funcion de
transactivacién. La regiébn FR de oriP puede, unida a EBNA-1, aumentar la

transcripcion a partir de promotores cercanos. Esta funcion depende de la linea celular
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utilizada y del promotor que dirige al gen de interés. EI mecanismo por el cual ocurre
dicha activacion transcripcional se halla aun en estudio [44].

En las primeras publicaciones sobre el tema se menciona la incapacidad de los
vectores derivados de EBV para replicarse en células de raton y de hamster [45]. Sin
embargo, se observd que en varias lineas celulares de roedor la activacion
transcripcional si ocurre [46]. De todos modos, algunos autores continuan discutiendo
la replicacion de los vectores EBV en algunos tipos de células de roedor [47,48].

Por ofra parte, aunque la oncogenicidad del EBV esta practicamente
circunscripta a EBNA-2, y se ha informado durante mucho tiempo que EBNA-1 no
posee actividad transformadora, algunos experimentos in vivo aun crean dudas acerca
de la inocuidad de EBNA-1 [44].

En resumen, los vectores que contienen las secuencias oriP y EBNA-1 de EBV
presentan las siguientes ventajas: [49,50]

e se comportan como plasmidos de replicacion extracromosomal con un nimero de
copias definido, sin interferir con la funciéon celular;

e pueden ser mantenidos eficientemente como episomas en células humanas en
cultivo, incluso células T;

e no pueden producir particulas infectivas;

e mantienen su localizacion nuclear, lo que les confiere parte de las ventajas de los
minicromosomas artificiales;

e expresan eficientemente genes heterélogos;

o dicha expresion puede ser regulada tanto a nivel transcripcional como por control
del niumero de copias;

e son no integrativos y;

e al ser vehiculizados en asociacion con lipidos cationicos (como lipoplexes), se
minimizan las respuestas inmunes potenciales que aparecen asociadas a la

terapia génica con vectores virales.

Los vectores derivados de EBV han sido utilizados en terapia génica

A continuacion se citan algunos ejemplos de la utilizacién de esta clase de
vectores en terapia génica:

e Un vector EBV portador del gen defectuoso en la fibrosis quistica produjo

expresion génica durante al menos dos meses en células epiteliales humanas

transformadas en cultivo [50].
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e El uso de un vector EBV mejor6 notablemente la eficacia terapéutica del gen del
G-CSF (factor estimulatorio de colonias de granulocitos) en ratones: la
administracion de este vector aument6é la cantidad de glébulos blancos en
circulacion durante al menos dos meses, luego de una sola inyeccién intravenosa
[51].

e La inyeccion intramuscular en ratones de un plasmido EBV portador del gen de la
distrofina resulté en un aumento significativo en la cantidad de fibras musculares
que expresaban distrofina, comparando con vectores convencionales [52].

e Se utilizaron vectores EBV en linfomas B humanos, como modelo para la
inmunoterapia del cancer. Los vectores expresaron de manera estable y eficiente
genes de citoquinas durante varias semanas, en células en cultivo y luego de la

inyeccion de células transfectadas en ratones nude [53].

La region E4 de Adenovirus otorga persistencia a la expresion de transgenes

En la busqueda de vectores adenovirales de nueva generacion, se encontrd
que la region E4 de Adenovirus (Ad E4) resultaba necesaria para la expresion
sostenida de un gen de interés dirigida por los promotores CMV (Cito Megalo Virus) 6
RSV (Rous Sarcoma Virus), tanto en células en cultivo como in vivo. Algunas de las
proteinas codificadas por Ad E4 estarian directamente involucradas en la activacion
transcripcional de transgenes heterdlogos, actuando tanto en cis como en ftrans, y
algunos resultados sugieren que el ORF 3 (marco de lectura 3) seria el principal
responsable de dicho efecto [54,55].

Yew y colaboradores [54] observaron en un trabajo notables incrementos en la
duracion de la expresion del gen de la CAT (cloranfelicol acetil transferasa) dirigido por
el promotor CMVie, en los pulmones de ratones Balb/c, al co-administrar dicho gen
mediante lipofeccion con un vector adenoviral portador del gen Ad E4. La expresion
del transgén se extendio por mas de 10 semanas.

Por otro lado, Lusky y colaboradores [55] obtuvieron resultados similares al
expresar el gen del CFTR (regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis
quistica humana) a partir de distintos vectores adenovirales con promotores CMV 6
RSV (Rous Sarcoma Virus), tanto in vitro como en pulmones e higado de ratones de
distintas cepas. La coexpresién de Ad E4 extendio la expresion del gen del CFTR por

mas de 120 dias.
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El futuro inmediato de la terapia génica del cancer sugeriria un éxito creciente
en su uso como terapia adyuvante para el control local de muchos tumores. Aunque
tal vez no siempre sea capaz de efectuar curas definitivas, la terapia génica puede ser
muy util en el creciente mejoramiento de las herramientas actualmente utilizadas en el

tratamiento del cancer [29].
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ESFEROIDES EN TERAPIA GENICA

A pesar de la amplia utilizacion de los esferoides multicelulares como modelo
para casi todas las clases de terapias antineoplasicas, hasta la fecha se han publicado
muy pocos trabajos orientados a la terapia génica que utilicen este modelo.

La mayor parte de ellos apunta al estudio de virus oncoliticos replicativos, ya
que el analisis de la distribucién y replicacién de los virus necesita de una prolongada
viabilidad celular in vitro [56]. Por ejemplo, en un estudio con Adenovirus en esferoides
de tumores cerebrales, se observd que mientras que los virus no replicativos
infectaban solo las capas mas externas de los esferoides, los replicativos generaban
una expresion de los transgenes considerablemente aumentada y distribuida en todo
el esferoide [57]. En otro trabajo, se demostré que los virus adeno-asociados penetran
mas eficientemente esferoides de gliomas que los adenovirus [58].

En otros trabajos se ha estudiado:

e La inhibicion del crecimiento tumoral mediada por la transduccion del gen p53 con
vectores retrovirales en esferoides de lineas tumorales de pulmén, demostrando
que los retrovirus pueden penetrar masas tridimensionales y ejercer potenciales
efectos terapéuticos [59].

e La reduccioén del potencial invasivo de esferoides de glioma por disminucion de la
cantidad de receptores de uPA (activador de plasmindgeno tipo uroquinasa)
mediada por la transfeccién de un ARN antisentido para dicho gen [60].

¢ La citotoxicidad del acido indol-3-acético (IAA) en esferoides de una linea celular
de carcinoma de cabeza y cuello transfectados con el gen de la peroxidasa de
rabano picante (sistema gen suicida/prodroga) [61].

o EI mayor efecto citotéxico en esferoides tumorales (versus monocapas de las
mismas células) logrado por la transduccién del gen del NIS (sodium iodide

symporter), una proteina de membrana que ingresa iones ioduro [62].

En el presente trabajo, se estudiaran los esferoides de distintas lineas celulares
tumorales como modelo in vitro para la terapia génica del cancer, en cuanto a:
e su patron de expresién de transgenes introducidos mediante lipofeccién; y

e su sensibilidad al sistema gen suicida/prodroga HSVtk/GCV.
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OBJETIVOS



Los objetivos del presente trabajo son:

1) Realizar un estudio comparativo de las caracteristicas de crecimiento y morfologia

general de las lineas celulares a estudiar, cultivadas en monocapas y en esferoides.

2) Desarrollar un sistema de transferencia genética que permita una expresién
eficiente y sostenida de los genes de interés:

a) Construir vectores portadores de secuencias de origen viral (EBNA-1 y oriP de EBV,
E4 de Ad5) que aumentarian la persistencia de la expresion, y evaluar su desempeno
en monocapas Yy en esferoides.

b) Realizar un analisis por delecién/sustitucion de las secuencias promotoras y
enhancers del CMVie, para localizar las regiones que permitan un maximo de

eficiencia y persistencia en los niveles de expresion del transgén.

3) Estudiar la eficiencia y persistencia de la expresion de transgenes en esferoides,
respecto a cultivos en monocapa. Evaluar la relacién entre persistencia de expresién y:
- eficiencia de transfeccion

- niveles de expresion inicial de los genes transferidos

4) Estudiar la eficiencia del sistema del gen suicida/prodroga HSVtk/GCV en

esferoides, para explorar sus posibilidades terapéuticas en el tratamiento de tumores.
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MATERIALES Y METODOS



Lineas celulares

Se utilizaron las lineas celulares derivadas de los adenocarcinomas mamarios
murinos espontaneos de Balb/c M05 (LM05e), M3 (LM3) y M38 (LM38) [63,64] y del
melanoma murino de C57 B16-F10 (B16) (ATCC#CRL-6475); y la linea HEp-2 de

carcinoma escamoso de laringe humano (ATCC# CCL-23).

Cultivos

Las células fueron cultivadas a 37°C en una atmdsfera humeda con 95% de
aire y 5% de CO;con medio IMDM/F12 (Hyclone, Logan, UT) suplementado con suero
fetal bovino (SFB) al 10% (Invitrogen, Carlsbad, CA), HEPES 10 mM (Sigma, St Louis,
MO) (pH 7.4) y antibioticos. Las lineas celulares se mantuvieron realizando repiques
seriados mediante ftripsinizacion (tripsina 0.25% y EDTA 0.02% en PBS) de
monocapas subconfluentes.

Los esferoides multicelulares fueron preparados utilizando la técnica de liquid
overlay [1,64]. Brevemente, se fundié agar para cultivo celular (Sigma), se lo diluy6 al
1.5% con medio de cultivo sin suero y se lo colocd en los pocillos de las placas de
cultivo para impedir la adhesién celular. Luego se sembraron las células provenientes

de monocapas tripsinizadas (2-3 x10° células/ml) por encima del agar solidificado.

Crecimiento de los esferoides

El tamario de los esferoides en crecimiento fue estimado durante un periodo de
75 dias utilizando una camara de Neubauer bajo un microscopio invertido de contraste
de fase. El diametro de los esferoides fue registrado como promedio de dos diametros.
El volumen fue calculado mediante la férmula AxB?%/2, donde A es el didmetro menor y
B es el diametro mayor del tumor.

Los resultados fueron expresados como la media (de un minimo de 20
esferoides medidos) + s.e.m. (error estandar de la media) (n=4 ensayos

independientes).
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Crecimiento de tumores in vivo

Se inyectaron subcutaneamente células de las lineas LM3 y LMO05e en ratones
Balb/c y de la linea B16 en ratones C57. A los tiempos indicados, los tumores fueron

medidos y su volumen fue calculado como se describid para esferoides.

Determinaciones de sintesis de ADN

La sintesis de ADN fue evaluada en células cultivadas en esferoides en placas
de 96 pocillos (5x10* células/pocillo) por incorporacién de °H-timidina (New England
Nuclear, Boston, MA; 1 Ci/mmol) [64]. Se agregé °H-timidina a los cultivos (0.3
uCi/pocillo) a los 8, 15, 30, 45 y 60 dias y se incubo durante 72 horas. Las células
fueron recogidas sobre filtros de fibra de vidrio con un harvester multipocillo (Nunc,

Rochester, NY), y se midio la radiactividad con un contador de centelleo .

Inmunohistoquimica de bromodeoxiuridina (BrdU)

Para evaluar la incorporacion de BrdU, esferoides de 1 6 4 dias fueron
incubados durante 4 6 1 dias, respectivamente, en medio conteniendo BrdU 40 uM,
uridina 5 uM y 5-fluorodeoxiuridina 0.4 uM [65]. Luego del periodo de incubacion, se
retird el medio y los esferoides fueron lavados con PBS y resuspendidos en Bouin
durante 20 minutos. Luego de 3 lavados con PBS de 5 minutos cada uno, el pellet fue
resuspendido en agar de bajo punto de fusion al 2% en PBS, deshidratado en etanol,
embebido en parafina y seccionado. Las secciones fueron tefiidas con hematoxilina-
eosina y fotografiadas, o tratadas como se describe a continuacion.

Las secciones fueron rehidratadas y sumergidas en PBS varias veces,
incubadas durante 15 minutos en HCI 0.1 N/Triton X-100 y digeridas mediante el
procedimiento endonucleasa/exonucleasa para generar en el DNA regiones de simple
cadena para exponer la BrdU incorporada al anticuerpo [66]. Las secciones fueron
luego tratadas con Tris-HCI 1 M (pH 7.5) para bloquear el formaldehido, con Triton X-
100 0.2% en PBS vy finalmente con H,O, para bloquear la actividad peroxidasa
endodgena, previo a la aplicacion del anticuerpo primario.

La inmunohistoquimica fue realizada segun métodos estandar utilizando un
anticuerpo monoclonal anti-BrdU (cedido por el Dr. T Ternynck, Instituto Pasteur,
Paris, Francia), a 12.5 ug/ml, y un segundo anticuerpo biotinilado. El producto fue

visualizado con una solucioén del sustrato 3,3'-diaminobenzidina y H,0,.
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Determinacion de proteinas

Las muestras fueron resuspendidas en NaOH 0.1 N, y en el caso de
esferoides, sonicadas durante 5 segundos para disgregarlos totalmente. Las
concentraciones de proteina fueron determinadas utilizando el método de Bradford
[67].

Ensayos de viabilidad celular

Las células fueron cultivadas en esferoides durante periodos de 4, 8, 15, 30,
45, 60 y 75 dias. La viabilidad celular se cuantificé utilizando el ensayo colorimétrico
MTS (Cell Titer 96° Aqueous Nonradioactive MTS Cell Proliferation Assay, Promega,
Madison, WI). La sal de tetrazolio MTS, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboxi-metoxi-
fenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio, es con-vertida por deshidrogenasas en células
metabdlicamente activas en un colorante formazan, cuya absorbancia a 490 nm se
asume proporcional al numero de células viables. Los ensayos se realizaron por
triplicado de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Para aumentar la penetrabilidad de los esferoides, se agregé EGTA 2.5 mM
[acido etilen glicol-bis (B-aminoetiléter) N,N,N',N'-tetraacético] (Sigma) durante el

revelado con MTS.

Plasmidos

En la figura se esquematizan todos los plasmidos utilizados en este trabajo.

pCMVpB [68] y pCH110 [69] son plasmidos comerciales (Clontech, Mountain
View, CA) portadores del gen lacZ de E. Coli bajo los promotores CMVie y SV40e
respectivamente.

Un fragmento Eco RI con la secuencia oriP y el gen EBNA-1 (bajo su propio
promotor) del virus Epstein-Barr humano proveniente del plasmido p205MTCAT [45]
fue clonado en el sitio Eco Rl del pCMVS, originando pEBCMV.

Un fragmento Sal | — Bst Yl con la secuencia oriP y el gen EBNA-1 (sin
promotor) del virus Epstein-Barr humano proveniente del plasmido pREP4 (Invitrogen,
Calssal, CA) fue clonado junto con un fragmento Sal | - Bam HI que contenia el
promotor CMVie del plasmido pRc/CMV (Invitrogen), obteniendo pEB2CMVp. En este
plasmido, EBNA-1 esta bajo promotor CMVie.
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pCMVE4 fue generado reemplazando en pCMV} el gen lacZ por el gen E4 del
virus Ad5. Un fragmento Not I — Not | conteniendo el gen lacZ fue eliminado de pCMV3
y reemplazado por un sitio multiple de clonado adecuado, en el que se inserté un
fragmento Eco RI conteniendo el gen E4.

Se credé ademas una serie de construcciones que contienen diferentes
fragmentos del promotor CMVie rio arriba del gen reporter fgal. Luego de eliminar en
el promotor CMVie el fragmento Eco Rl — Ncol (325 pb), se reemplazé dicho fragmento
por oligonucleotidos portadores de (i) 4 copias de la secuencia consenso de union a
[70](subrayadas):5’AATTCCCACCACGTGGTGCCTCCCACCACGTGGTGCCTCCCC
CACGTGGTGCCTCCCACCACGTGGTGCCTC-3, 6 (ii) una copia de la secuencia
consenso de kinasa (KCS) [71] (subrayada): 5-AATTCAGGGAAGGCGGAGTCCAAC-
3’, originando pMYCCMVB y pKCSCMVB, respectivamente. (ii) Mediante fill-in y

religacion de los sitios Eco RI — Ncol se obtuvo pA5'CMV}. Por otro lado, el promotor
CMVie completo fue eliminado en pCMVp (entre los sitios Eco RI'y Sac I) y
reemplazado por (iv) un oligonucleétido conteniendo las secuencias TATA-BOX y Sp1-
CS2 del CMVie, obteniendo pTATAB. (v) Por insercion en pTATAP del oligonucledétido
con las 4 copias de la secuencia consenso myc-max rio arriba de las secuencias
TATA-BOX y Sp1-CS2, se obtuvo pMYCTATAp.

pCMVGM fue generado reemplazando en pCMV} el gen lacZ por el gen hGM-
CSF. Un fragmento Not | — Not | conteniendo el gen lacZ fue eliminado de pCMV y
reemplazado por un sitio multiple de clonado adecuado, en el que se inserté un
fragmento Xho | - Hind Ill conteniendo el gen hGM-CSF. De manera similar, se
reemplazé en pCH110 el gen lacZ (fragmento Kpn | - Bam HI) por el gen hGM-CSF a
través de un sitio multiple de clonado intermediario, creando pSVGM. pCMVhIL-2 fue
generado de manera analoga al pPCMVGM.

pCMV, fue obtenido a partir de pCMV} eliminando el gen lacZ por digestion
con Not | y posterior religacion. Un fragmento Pvu Il conteniendo el gen HSVtk fue
clonado rio abajo del promotor CMVie luego de una adaptacion adecuada en el sitio
Not | de pCMV,, obteniendo pCMVk.

Los plasmidos fueron amplificados en E. coli DH5a (Invitrogen) cultivadas en
medio LB con ampicilina 100 ug/ml y purificados por cromatografia de intercambio

idnico (Qiagen, Valencia, CA).
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pCMVB |-~ .CMVie

pCH110 [ SVa0e

pEBCMVp [ - CWMVie

pEB2CMVp [~ .CMVie lacz Sy ARCTVICH EBNA-1 [
pCMVE4 [.-- CMVie puC |

pMYCCMVB e lacZ puC |

pKCSCMV lacZ | puC |

PASCMVB lacZ | puUC |

PTATAB lacZ | pUC |

PMYCTATAB Aels 7Y lacz | puUC |
pCMVGM [ CMVie puC |
pPSVGM [ - Sv4oe pBR322 |
pCMVhIL2 [ .. CNIVie puC |
pCMVitk |1 CMVie puC |

Representacion esquematica de todas las construciones usadas.

CMVie: promotor inmediato-temprano del Cito Megalo Virus humano. lacZ: gen lacZ de E. Coli (codifica
para la enzima B-galactosidasa). pUC: esqueleto de la serie de plasmidos pUC, que contiene el gen ampR
y un origen de replicaciéon procariota. SV40e: promotor temprano del virus SV40. pBR322: esqueleto del
plasmido pBR322, que contiene el gen ampR y un origen de replicacién procariota. oriP: origen de
replicaciéon eucariota del virus Epstein-Barr. EBNA-1: gen del antigeno nuclear 1 de virus Epstein-Barr.
prEBNA-1: promotor del EBNA-1. AdE4: region E4 de Adenovirus. 4 myc: oligodeoxinucledtido que
contiene 4 copias de la secuencia consenso de unién a myc-max. 3'CMV: regién 3' del promotor CMVie
(fragmento Nco | - Sac ). KCS: oligodeoxinucleétido que contiene la secuencia consenso KCS. TATA:
oligodeoxinucledtido que contiene las secuencias TATA-BOX y Sp1-CS2 de CMVie. hGM-CSF: gen del
factor estimulatorio de colonias de granulocitos-macréfagos humano. HSVtk: gen de la timidina kinasa del
virus Herpes Simplex.
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Preparaclén de liposomas y lipofeccién in vitro

Luego de evaluar una variedad de lipoplexes formados por diferentes lipidos
cationicos y colipidos neutros, y distintas variables como las relaciones lipido
cationico:colipido y DNA:liposomas, el tiempo de transfeccion, el grado de
confluencia de las monocapas de células, la cantidad de lipoplex por area de cultivo
y la presencia o ausencia de suero, se eligieron los lipidos y las condiciones
Optimas de transfeccion para cada linea celular, en cuanto a alta eficiencia y baja
citotoxicidad, que se detallan a continuacién.

Los lipidos DC-Chol (3B[N-(N',N'-dimetilaminoetano)-carbamil colesterol) y
DMRIE (bromuro de 1,2-dimiristil oxipropil-3-dimetil-hidroxietilamonio) fueron
sintetizados y provistos por BioSidus S. A. (Buenos Aires, Argentina). El lipido
DOPE (1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfatidil etanolamina) fue provisto por Sigma. Los
liposomas fueron preparados con relaciones molares lipido/colipido 1:1
(DMRIE:DOPE) 6 3:2 (DC-Chol:DOPE) por sonicacion [72,40]. Las relaciones DNA-
lipido y las mezclas de lipidos 6ptimas fueron determinadas para cada linea celular:
las células LM05e y HEp-2 fueron transfectadas con una mezcla 3:1 de DC-
Chol:DOPE y DMRIE:DOPE a 1:4 ug DNA:nmol lipido, y las células LM3 y B16
fueron transfectadas con una mezcla equimolar de DC-Chol:DOPE y DMRIE:DOPE
a 1:6 ug DNA: nmol lipido.

Los lipoplexes (0.5 pg DNA/cm?) fueron preparados en buffer
Na,HPO,/NaH,PO, 0.1 M (pH 7.3) y agregados a células cultivadas a una densidad
de 3x10° cells/cm? (aprox. 30% de confluencia), en medio libre de suero (OptiMEM,
Gibco-BRL, Gaithersburg, MD). En las cotransfecciones, se utilizé 0.25 ug DNA/cm?
de cada plasmido. Luego de 6-8 horas, se retir6 la mezcla de transfeccion y se
agregd medio con suero. 12-18 horas después, las células lipofectadas fueron
tripsinizadas y parte de ellas fueron sembradas sobre agar solidificado para formar
esferoides (2-3 x 10° células/ml) mientras que las células restantes fueron
cultivadas en monocapas en placas normales (2-3 x 10* cells/cm?). Las células
fueron incubadas en condiciones normales de cultivo (descriptas previamente). Dos
veces por semana, se renovo el medio de cultivo en forma total (monocapas) o
parcial (esferoides).

Para expresion estable, se transfectaron células LM3 y LM38 con hIL2
contenida en el plasmido pRc/CMV (Invitrogen). 48 horas después las células
fueron seleccionadas con medio con geneticina 500-700 ug/ml (Gibco-BRL). Se

aislaron clones y se evaluo su expresion de hiL2 mediante un ensayo ELISA, como
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se describe para hGM-CSF, escogiendo los de mayor expresion (Dr. G. Fiszman,
comunicacion personal).

De manera similar, se transfectaron células LM3 con un plasmido de
seleccion portador del gen de la B-galactosidasa de E. Coli, y se seleccionaron con
geneticina. La actividad pgal de los clones fue evaluada por tincion con X-Gal (ver
seccion siguiente) y se eligi6 un clon que mostré un 100% de tincién (Dr. A.

Urtreger, comunicacién personal).

Tincién con X-Gal

Para medir la eficiencia de la transferencia genética, las células lipofectadas
fueron tripsinizadas, fijadas en suspension con formaldehido 2% y glutaraldehido
0.2% en PBS, tefiidas con 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido (X-Gal,
Sigma) segun el método estandar [64] y contadas.

El mismo procedimiento de fijacion y tincion se realizé sobre esferoides en
suspension, que luego fueron fotografiados utilizando un microscopio invertido de

contraste de fase.

Cuantificacién de la actividad p-galactosidasa

Para la expresion genética cuantitativa, se colectaron esferoides y
monocapas tripsinizadas, los cuales fueron lavados con PBS vy divididos en dos
fracciones.

Una fraccién de cada muestra fue resuspendida en solucion hipoténica
(HEPES 10 mM, KCI 10 mM, EDTA 0.1 mM, PMSF 1 mM y DTT 1mM) y sonicada
durante 5 segundos, y se midid la actividad PBgal con ortonitrofenil-1--D-
galactopiranodsido (ONPG, Sigma) [64], utilizando como estandar B-galactosidasa
de E. coli purificada (ICN, Costa Mesa, CA).

La fraccion restante de cada muestra fue resuspendida en NaOH 0.1 N y se
midié la proteina total mediante el método de Bradford [67]. La actividad Bgal
especifica fue expresada como mU Bgal/mg proteina, como media + s.e.m. de

determinaciones por triplicado.
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Ensayo ELISA para hGM-CSF

El hGM-CSF recombinante secretado al medio de cultivo fue medido por
ELISA. En breve, los ensayos se realizaron en placas de 96 pocillos sensibilizadas
durante toda la noche a 4°C con un anticuerpo monoclonal anti-hGM-CSF (R&D,
Minneapolis, MN) a 0.4 png/pocillo. Las placas fueron luego bloqueadas a
temperatura ambiente con BSA 2% en PBS durante 2 horas.

Las muestras de hGM-CSF y los estandares (hGM-CSF recombinante
purificado, R&D) fueron sembrados e incubados durante la noche a 4°C. Luego se
incubd sucesivamente con un anticuerpo policlonal anti-hGM-CSF biotinilado (20
ng/pocillo) (R&D), con estreptavidina-peroxidasa (Sigma) y con un sustrato
colorimétrico (OPD, dihidrocloruro de o-fenilendiamina, Gibco BRL). La absorbancia
fue medida a 490 nm. La proteina total de las células correspondientes se midié con
el método de Bradford [67], y los niveles de hGM-CSF fueron expresados como

ng/mg proteina/dia, como media * e.s.m de determinaciones por triplicado.

Analisis por Southern Blot

Se lipofectaron células con los plasmidos pCMVf o pEBCMV, y las mismas
fueron cultivadas en esferoides durante un periodo de 40 dias. Los DNAs gendémico
y episomal fueron extraidos segun métodos estandar [73,74]. Se digirieron
porciones de DNA (8 a 15 ug) con Hind I, y los fragmentos fueron separados en un
gel de agarosa 0.8% vy transferidos segun métodos estandar para Southern Blot a
membranas de nylon cargadas positivamente (GeneScreen, NEN, Boston, MA). La
hibridizacion se realizd6 con una sonda marcada con *P correspondiente al
fragmento Eco RV - Sac | (825 pb) del gen lacZ contenido en todos los plasmidos

Bgal utilizados.

Ensayos de sensibilidad al GCV

Para evaluar la citotoxicidad del GCV, 5 x 10° células (monocapas) o 2.10*
células (esferoides), lipofectadas con pCMVpB o pCMVtk fueron cultivadas en medio
con suero en placas de 96 pocillos. A las 24 horas 6 7 dias post-transfeccion, segun
se indica en cada caso, se retirdé el medio de cultivo y se lo reemplazé por medio
conteniendo diferentes concentraciones (0.1 a 1000 ug/ml) de GCV (sintetizado y

provisto por Biosidus S.A.). Para aumentar la penetrabilidad de los esferoides, en el
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momento de agregar el GCV se realizé una incubacién de 3 horas con EGTA 2.5
mM, y luego se restituyo el calcio agregando CaCl, 3 mM.

Luego de 5 dias (monocapas) 6 7-10 dias (esferoides), se cuantificd la
viabilidad celular con el método MTS (descripto anteriormente).

El porcentaje de sobrevida se calculé como la razén de las absorbancias
entre células incubadas en presencia y en ausencia de GCV. La sensibilidad celular
al GCV, expresada como la concentracion de GCV que inhibié la sobrevida celular
en un 50% (ICs), fue estimada a partir de curvas dosis-respuesta.

En los experimentos en que se indica, se agregé GCV 10 pg/ml en la mezcla

de transfeccion.

Ensayos de efecto bystander

Se mezclaron células lipofectadas con pCMVtk con sus respectivos
controles lipofectados con pCMVp en proporciones de 0, 25, 50, 75 y 100%. Las
mezclas fueron sembradas como monocapas en placas de 96 pocillos a 2.5 x 10°,
5 x 10* y 1 x 10° células/ml, que representan 10*, 2 x 10" y 4 x 10* células/cm?,
respectivamente. Para esferoides, se sembraron 2 x 10° células/ml. Se agregé GCV

y se realizd el ensayo tal como se describié anteriormente.

Analisis por Western Blot

Las células cultivadas en monocapas o en esferoides fueron cosechadas,
lavadas con PBS y mantenidas a -70°C como pellets. Se prepararon lisados celulares
(25 ng de proteina en buffer de lisis NP-40 frio), los cuales fueron sonicados y
clarificados por centrifugacion, separados por electroforesis en gel de poliacrilamida
con SDS, y transferidos a membranas Immobilion-P (Millipore, Bedford, MA). Las
membranas fueron incubadas en una solucién de Tris-HCI 50 mM (pH 7.5), NaCl 150
mM, Tween-20 0.05% y leche en polvo descremada 5% durante 12 horas y luego
hibridizadas con un anticuerpo policlonal de ratén anti-Bax ¢ anti-Bcl-xL (BD
Biosciences, Lexington, KY), 6 anticuerpo anti-actina (Sigma) a una concentracién de
0.25, 0.25 and 1.5 pyg/ml respectivamente en TBS-T (Tris). Se utilizé como segundo
anticuerpo IgG anti-ratén conjugada con peroxidasa (Sigma) (dilucion 1:1000) durante
1 hora. Las bandas fueron reveladas mediante el sistema de deteccién ECL

(Amersham, Upsala, Sweden) respetando las instrucciones del fabricante.
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Analisis estadistico
Los resultados fueron expresados como media * error estandar de la media

(n: numero de experimentos correspondiente a ensayos independientes). Las

diferencias entre grupos fueron determinadas por analisis de la varianza (ANOVA).
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RESULTADOS Y DISCUSION



MORFOLOGIA Y CINETICA DE CRECIMIENTO DE LOS ESFEROIDES

Esferoides de distintas lineas celulares presentaron morfologias particulares

Las células de las lineas LM3, LM05e, LM38 (adenocarcinomas mamarios
murinos), B16 (melanoma murino) y HEp-2 (carcinoma escamoso humano de laringe)
formaron rapidamente esferoides cuando fueron sembradas sobre agar sélido (ver
Figs. 3, 4, 6 y 12). Mientras que LM05e y LM3 formaron esferoides en los que las
células estaban intimamente asociadas entre si y estrechamente empaquetadas,
LM38 y HEp-2 presentaron agregados celulares mas laxos en los que las células
pudieron individualizarse claramente. B16 formé inicialmente agregados laxos, que se

hicieron mas compactos a partir del dia 15.

Los esferoides crecieron en forma similar a los tumores in vivo

Hemos comparado el crecimiento en volumen de los tumores LM3, LM05e (en
ratones Balb/c) y B16 (en ratones C57) con el de sus respectivos esferoides in vitro
(Fig. 1 a-b).

Aunque el tamafio de los esferoides es mucho menor que el de los tumores, se
observd una notable correlacidon entre el crecimiento de ambos. En el caso de LMS3,
ambas curvas, de forma claramente exponencial, resultaron muy similares hasta el dia
7, y a partir de ese momento los esferoides crecieron mas rapidamente que los
tumores. Las curvas de crecimiento de esferoides y tumores B16 mostraron
pendientes notablemente similares. La linea LMO05e evidencié un crecimiento muy
lento, que fue mayor en tumores que en esferoides.

Esta correlaciéon directa entre el crecimiento de tumores y esferoides no se
extendid a sus respectivos cultivos en monocapa, ya que en esta condicion los
tiempos de duplicacién de las tres lineas celulares fueron similares: 17.4 + 1.0 hs
(LM3), 19.1 £ 1.1 hs (LM05e) y 18.0 + 1.2 hs (B16).
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Los patrones de crecimiento de los esferoides fueron caracteristicos de cada

linea celular

El crecimiento en diametro de los esferoides obtenidos a partir de las lineas
tumorales LMO05e, LM3, HEp-2 y B16 fue evaluado durante un periodo de 75 dias (Fig.
1c¢).

Aunque puede generalizarse que todos los esferoides mostraron una primera
fase de crecimiento seguida de una meseta, se observaron importantes diferencias
entre las cuatro lineas celulares estudiadas. Los esferoides LM3 y HEp-2 mostraron un
crecimiento extensivo, aumentando sus diametros aproximadamente 2.5 veces desde
el dia 4 al dia 40, en el cual alcanzaron una meseta que se extendioé hasta el dia 75.
Los esferoides B16 crecieron moderadamente, mostrando una primera fase de
crecimiento rapido, en la cual incrementaron su diametro 1.5 veces desde el dia 4 al
dia 15, y estableciendo luego una meseta hasta el dia 75. Esta disminucién en la
velocidad de crecimiento en diametro se correlaciona con el aumento en la
compactacion observado en estos esferoides hacia el dia 15. Los esferoides
compactos LM05e, con un diametro inicial significativamente menor a los de las otras
tres lineas celulares (los cuales fueron similares entre si), s6lo mostraron un leve
incremento de 1.3 veces en su diametro desde el dia 4 al dia 20, y luego una meseta
hasta el dia 75.

La cantidad de proteina total, medida a distintos tiempos durante un periodo
de 75 dias, fue notablemente mayor en los esferoides HEp-2 que en las otras tres
lineas celulares (Fig. 1 d). Considerando que el diametro de los esferoides HEp-2 es
similar al de los esferoides LM3, la mayor cantidad de proteina observada en HEp-2
podria deberse a un mayor numero de esferoides.

La proteina total se mantuvo relativamente constante a través del tiempo en
los esferoides HEp-2, LM3 y B16, lo cual sugiere un balance entre las tasas de
crecimiento y de muerte. Por otra parte, la proteina total de LMO5e decrecio
gradualmente con el tiempo, llegando a los 75 dias al 50% del valor inicial.
Considerando que el tamano de los esferoides de LM05e no disminuyd, esta caida en

la proteina podria deberse a la muerte de algunos esferoides pequefios.
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FIGURA 1: Crecimiento de esferoides y de tumores.

(a) Curvas de crecimiento de esferoides. Se grafico el volumen promedio de los esferoides en funcion del
tiempo, calculado sobre 20 mediciones en 4 ensayos independientes.

(b) Curvas de crecimiento de tumores in vivo en ratones Balb/c inyectados con células LM3 6 LMO05e, o en
ratones C57 inyectados con células B16. Los resultados fueron expresados como media + s.e.m. (n=5
animales por grupo), y son representativos de 3 experimentos independientes.

(c) Diametro de esferoides. El diametro promedio de los esferoides fue calculado sobre 20 mediciones.
Resultados expresados como media + s.e.m. de 4 ensayos independientes.

LM3, B16 y HEp-2 vs. LMO5e: p<0.01.

B16 vs. LM3 y HEp-2: p<0.01.

(d) Proteina total de esferoides. Cada valor representa media + s.e.m. de 9 ensayos independientes.

LM3, B16 y LM05e vs. HEp-2: p<0.05.
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Los esferoides incorporaron menos *H-timidina que una cantidad equivalente
de las correspondientes células en monocapa [64]. La tasa de incorporacién de °H-
timidina en los esferoides se correlaciond con el aumento en diametro durante la fase
de crecimiento (Fig. 2.1). Mientras que los esferoides LM05e siempre tuvieron una
muy baja tasa de incorporacién de ®H-timidina, tanto LM3 como HEp-2 mostraron una
alta tasa inicial en el dia 8, seguida de una baja tasa estacionaria hasta el dia 60. Los
esferoides B16 tuvieron una tasa de incorporacion intermedia que, como en LMO05e, no
varié significativamente con el transcurso del tiempo.

Puede observarse que los esferoides de HEp-2 incorporaron el doble de *H-
timidina que los de LM3, aunque ambos tienen diametros similares. Esta mayor
incorporacion de *H-timidina, al igual que la mayor cantidad de proteina total, estaria

reflejando un mayor numero de esferoides HEp-2.

Por otro lado, la actividad metabdlica, medida por MTS a distintos tiempos en
esferoides cultivados durante un periodo de 75 dias, se mantuvo constante en algunas
lineas celulares y decayo en otras (Fig. 2.2).

Mientras que los esferoides HEp-2 y B16 mostraron una tasa metabdlica
constante durante todo el periodo evaluado, los esferoides LM3 y LMO05e tuvieron
actividades iniciales similares a HEp-2 y B16, que luego decayeron muy rapidamente
con el tiempo, siendo los valores del dia 75, 21% (LM3) y 4% (LMO05e) de los del dia 4.

Tomando en cuenta los demas parametros de crecimiento evaluados, la
caida observada en LM3 y LM0O5e es mas pronunciada que lo esperado. Tratdndose
de esferoides de naturaleza compacta, podria ocurrir que con el tiempo estos
esferoides (i) se hicieran cada vez menos penetrables por moléculas como las sales
de tetrazolio, y/o (ii) aumentaran la MDR (resistencia a multiple a drogas), mecanismo
por el cual dichas moléculas serian bombeadas hacia afuera de las células. Cualquiera
de estas posibilidades llevaria a una subestimacion de la actividad metabdlica.

Se intentd revertir este inconveniente mediante el agregado de EGTA 2.5 mM
durante el revelado con MTS, ya que dicha sustancia contribuye a aumentar la
penetrabilidad de los esferoides por quelacion de los iones calcio que intervienen en
las uniones intercelulares y en la adhesion célula-matriz. Este tratamiento no modifico
significativamente las lecturas, lo que apoyaria la hipétesis de un aumento en la MDR

en detrimento de una disminucion en la penetrabilidad de los esferoides.
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Las células de las capas externas fueron las que proliferaron activamente

Los perfiles de incorporacion de BrdU, evaluados por inmunohistoquimica,
mostraron el estado proliferativo de las células a distintas profundidades en los
esferoides [75] (Fig. 2.3 a-h).

La incorporacién de BrdU durante 5 dias en esferoides LM3, HEp-2 y B16 de 1
dia mostraron una tincidon nuclear intensa distribuida en todo el esferoide. Por otro
lado, con pulsos cortos de BrdU (de 1 dia) en esferoides de 5 dias, se observd una
importante fraccion de células no proliferativas o quiescentes. La parte replicativa de
los esferoides se encontré mayoritariamente en las capas externas. Estos resultados
sugieren que en esta configuracion espacial las células parecen proliferar como
monocapas en la superficie de una esfera.

Por otro lado, sélo se observaron unas pocas células teiidas en los esferoides
compactos LMO05e, luego de 5 dias de exposicion a BrdU. Esto sugiere una mayor
fraccidén de células quiescentes, lo cual se correlaciona con la baja incorporacion de
*H-timidina y la baja tasa de crecimiento de estos esferoides.

En la Fig. 2.3 (i-l) se muestran secciones histoldgicas de esferoides de 5 dias
tedidas con hematoxilina-eosina, en las que pueden observarse células en buen
estado a través de todo el esferoide, sin areas necréticas visibles. La distribucion
homogénea de la cromatina y los nucleolos visibles sugieren una considerable

actividad celular.
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FIGURA 2: Proliferacion en esferoides

(1) Incorporacion de *H-timidina al ADN de esferoides. Los esferoides fueron pulsados por 72 hs con *H-
timidina y cosechados a los tiempos indicados como se describe en M & M. Cada punto representa la
media + s.e.m. de 4 determinaciones.

+p <0.05y ++ p<0.01: con respecto a LM05e. °p < 0.05y ® p<0.01: con respecto a LM3.

(2) Viabilidad celular. Medida con el ensayo MTS y expresada como DO a 490 nm, luego de corregir por
el fondo. Cada valor representa media + s.e.m. de 4 ensayos independientes.

LM3, respecto al dia 4: p<0.05 (dia 15); p<0.001 (dias 30-60)

LMO5e, respecto al dia 4: p<0.05 (dia 15); p<0.01 (dias 30-60)
LM3

LMO05e B16
dias vs HEp-2 vs HEp-2 vs LM05e vs HEp-2 vs LM05e
4 n.s. n.s. n.s. n.s. p<0.05
8 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
15 p<0.05 p<0.05 n.s. n.s. n.s.
30 p<0.001 p<0.001 n.s. p<0.05 p<0.001
45 p<0.001 p<0.001 n.s. p<0.05 p<0.01
60 p<0.001 p<0.001 n.s. p<0.05 p<0.01
75 p<0.001 p<0.001 n.s. p<0.01 p<0.001

(3) Incorporacion de BrdU y secciones coloreadas con H&E. Esferoides cultivados durante 1 dia (a-d) 6 5
dias (e-h) fueron incubados con BrdU durante 5 dias (a-d) 6 1 dia (e-h), como se describe en M & M.

(i-1) Secciones de esferoides tefiidas con hematoxilina-eosina.

Las fotografias se realizaron utilizando un microscopio invertido de contraste de fase.
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AUMENTO DE LOS NIVELES Y PERSISTENCIA DE LA EXPRESION DE
TRANSGENES EN ESFEROIDES

En un estudio previo, hemos demostrado que la expresion de un transgén
dirigida por el promotor CMVie en esferoides LM05e, LM3 y B16 es considerablemente
mas alta que la de sus respectivas monocapas [64]. Para abordar este tema con
mayor detalle, hemos comparado en primer lugar el patrén temporal de la expresion de
B-galactosidasa en células LM05e, LM3 y HEp-2 cultivadas en monocapas (/M) o en
esferoides (/E).

Antes del desarrollo de los cultivos duraderos de esferoides multicelulares,
generalmente no era posible mantener células viables en cultivo durante mas de dos
semanas sin division celular activa, y la expresion de transgenes se diluia rapidamente
con el tiempo. Por otro lado, el hecho de repicar las monocapas suprime la expresion
del transgén, la que en las lineas celulares estudiadas disminuyo entre 10 y 100 veces
luego de dos repiques. Por lo tanto, se trabajé con monocapas que se mantuvieron
considerablemente quiescentes luego de llegar a confluencia, mostrando una cinética
de crecimiento similar a la de los esferoides: la proteina total de las monocapas
LMO05e, LM3 y HEp-2 aumentd solamente un 40, 50 y 70% respectivamente entre los
dias 8 y 15. Una importante ventaja de los esferoides es que pudieron ser
conservados viables sin repicar durante mas de 75 dias, mientras que las monocapas

sin repicar comenzaron a despegarse y a morir a partir de los 15 dias.

Los esferoides mostraron una expresion del transgén alta y persistente

El promotor CMVie produjo un alto nivel de actividad del gen indicador en
células cultivadas en esferoides, en comparacion con las mismas células en

monocapas, mostrando patrones especificos para cada linea celular (Fig. 3 a-c).

En LMO5e/E, la actividad pgal tuvo los niveles mas altos, con un maximo en el
dia 8 post-lipofeccién, seguido de una caida continua que llegé al 10% de la actividad
maxima a los 75 dias. LM3/E mostraron un patrén similar, con el maximo de actividad
Bgal entre los dias 4 y 8, un 40% menor que LM05e/E. Luego una caida relativamente
rapida seguida de una caida suave llevaron la actividad a un 8% del maximo a los 75
dias. Por otro lado, HEp-2/E presentaron una actividad constante durante los primeros

30 dias, seguida de una suave caida que llego al 37% del maximo a los 75 dias. Es
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importante notar que aunque los niveles de expresion iniciales en HEp-2/E fueron sélo
un 10% de los de LM05e/E y un 20% de los de LM3/E, su caida mas lenta en el tiempo
determiné que a los 75 dias la expresion de HEp-2/E fuera similar a la de LM3/E y
cerca de un 40% de la de LM05e/E.

Aunque la actividad Bgal en esferoides decrecié a través del tiempo, es muy
importante destacar que la expresion a los 75 dias no solo fue detectable sino que fue

similar a la de monocapas a los 4-8 dias en todas las lineas evaluadas.

Al dia 4, la actividad pgal especifica dirigida por pCMVp resultdé 8 veces
(LMOQ5e), 6 veces (LM3) y 3 veces (HEp-2) mayor en esferoides que en las monocapas
correspondientes. Ademas, la expresiéon de Bgal fue mas duradera en esferoides que
en monocapas: a los 15 dias, la actividad pgal en esferoides fue 109% (LMO05e), 63%
(LM3) y 117% (HEp-2) de la del dia 4, mientras que en monocapas la actividad pgal
relativa al dia 4 fue 34, 21 y 45%, respectivamente. Tomadas en conjunto, estas
diferencias en niveles y persistencia de expresion determinaron que, a los 15 dias, la
actividad pgal fuera 26 veces (LMO05e), 14 veces (LM3) y 7 veces (HEp-2) mayor en
esferoides que en las correspondientes monocapas. Tal como ocurrio en esferoides, la
maxima actividad pgal en monocapas de células HEp-2 fue mas baja que las de
LMOS5e y LM3 (32 y 24% respectivamente).

El efecto de la configuracion espacial resultdé menos dramatico cuando la Bgal
fue dirigida por el promotor SV40e (pCH110), cuyos niveles de expresion en
esferoides fueron de alrededor del 10% del pCMVp (Fig. 3 a-c). La expresion de Bgal
en esferoides fue relativamente constante a través del tiempo en LM05e y HEp-2,

cayendo un 30% a los 15 dias en LM3.

En monocapas, las diferencias en la expresion dirigida por pCH110 y pCMV
fueron menores. pCH110 mostrd a los 4 dias post-lipofeccion un 26% de la actividad
de pCMVp en LM05e/M, 10% en LM3/M y 13% en HEp-2/M. La actividad pBgal dirigida
por SV40e fue maxima en LM05e/M y LM3/M a los 4 dias, seguida de una disminucion
del 50% a los 8 dias, cuando se alcanzé una meseta, mientras que en HEp-2/M se

mantuvo constante desde el dia 4 al dia 15.

Tanto en esferoides LM05e como LM3, la actividad Bgal dirigida por SV40e fue
significativamente mas alta que en sus respectivas monocapas, pero en HEp-2 esta

diferencia fue leve.

La menor expresion de fgal en monocapas con los dos plasmidos evaluados

probablemente se debid a: (i) disminucién en el porcentaje de células transfectadas

43



por dilucion del transgén durante la replicacion de la poblacion celular, y/o (i) pérdida
del transgén por digestion por nucleasas o localizacion en compartimientos no

nucleares.

En términos generales, las células cultivadas en esferoides expresaron niveles
de Bgal significativamente mayores que las mismas células cultivadas en monocapas
en todas las condiciones ensayadas, sugiriendo que la configuracion tridimensional

aumento fuertemente la expresion del transgén.

La actividad fgal total se correlacion6 con la actividad especifica y con el grado

de compactacion de los esferoides

La actividad Pgal total (mU) en esferoides mostré un patréon similar a la
actividad Bgal especifica (mU/mg proteina) (Fig. 3 d). La actividad pgal maxima
dirigida por el promotor CMVie fue similar en LM05e/E y LM3/E (aprox. 23 y 17 mU
respectivamente) y mucho menor en HEp-2/E (aprox. 6 mU), que mostré valores
estacionarios desde el dia 4 hasta el dia 45, seguido de una suave caida al 50% a los
75 dias. Sin embargo, los niveles de actividad total en las tres lineas celulares
evaluadas convergieron a partir del dia 45. Es importante notar que los valores
relativos de actividad Bgal especifica maxima (mU/mg proteina) entre lineas celulares
se mantuvieron cuando se expresd como actividad pgal total (mU), demostrando que
se trata de variaciones reales en la expresion del transgén y no de un artilugio debido

a las diferencias en los niveles de proteina.

Entonces, se podria suponer que la alta expresion en LMO05e/E es una
consecuencia de su baja tasa de crecimiento, debido a una baja cinética de pérdida
del plasmido y/o a la alta disponibilidad de la maquinaria celular de
transcripcion/traduccion en células quiescentes. Sin embargo, aunque LM3/E tiene un
patrén de crecimiento similar a HEp-2/E, los niveles de expresion maximos en LM3/E
son aproximadamente 6 veces mas altos que los de HEp-2 y so6lo un 40% menores
que los de LMO05e, lo cual sugiere que una alta tasa de expresidbn no esta en
correlacion directa con una baja cinética de crecimiento. Por otro lado, teniendo en
cuenta que los esferoides de LM05e y LM3 son claramente mas compactos que los de
HEp-2, se podria sugerir que la alta expresion se correlaciona con el grado de
compactacion. De hecho, los esferoides de B16 y LM38, que inicialmente son poco

compactos, muestran bajos niveles de expresion iniciales (datos no mostrados).
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FIGURA 3: Efecto de la configuracion del cultivo sobre la expresién de Bgal.

(a-c) Las células en cultivo fueron lipofectadas con los plasmidos pCMVf 6 pCH110. 24 horas mas tarde,
parte de las células fue sembrada en placas cubiertas con agar como esferoides (/E), mientras que la otra
parte fue cultivada en monocapas (/M). A cada tiempo, las células fueron homogeneizadas y se midio la
actividad pgal especifica como se describe en M & M. Resultados expresados como mU/mg proteina +
s.e.m de (n) ensayos independientes luego de corregir el fondo (pPCMVp: n=14; pCH110: n=6).

pCMVB vs pCH110 en esferoides: p<0.01 en las 3 lineas celulares.

pCMVB: E vs M: p<0.01 en las 3 lineas celulares.

pCH110: E vs M: p<0.01 en LM05e y LM3 entre los dias 8 y 15.

(d) Actividad Bgal total en esferoides. Expresada como mU + s.e.m de 14 ensayos independientes, luego
de corregir por el fondo.

LMO5e y LM3 vs HEp-2: p<0.01 hasta 15 dias post-lipofeccion.
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Las células Bgal” se distribuyeron en regiones definidas en los esferoides

La cantidad y distribucion espacial de las células Bgal’ en los esferoides a
distintos tiempos post-lipofeccion con pCMVB fue observada por tincion de los
esferoides con X-Gal (Fig. 4).

El nimero de células tehidas, agrupadas en regiones definidas en todo el
esferoide, aumentod durante los primeros 15 dias post-lipofeccion, y luego mostré una

rapida disminucion del dia 15 al 30, seguida de una lenta caida del dia 30 al 75.

La composicion del cassette de expresiéon fue un determinante clave

en los niveles de expresion del transgén

Debido a que la expresion genética persistente es necesaria para algunas
aplicaciones de la terapia génica, hemos estudiado el efecto de algunos elementos y

factores que prolongarian la expresion del transgén.

La insercion de las secuencias virales oriP/EBNA-1 aumento la expresion de fgal

a largo plazo a partir de CMVie en células humanas

Se construyé pEBCMV, un vector basado en el virus Epstein-Barr (EBV), que
contiene el origen de replicacion latente de EBV para persistencia episomal, oriP (de
aprox. 2000 pb) y un factor de iniciaciéon de la replicacion, EBNA-1 (EBV-encoded
nuclear antigen 1). Por union al elemento oriP del ADN viral en el genoma del virus
Epstein-Barr, EBNA-1 permite que los plasmidos persistan como episomas de multiple
copia que se unen a los cromosomas durante la mitosis, e intensifica la transcripcién
en estos episomas [45,49,51].

Como se esperaba, el plasmido pEBCMV} portador de un cassette oriP/EBNA-
1 mostré patrones de expresion de Bgal muy diferentes en células de roedor y
humanas (Fig. 5 a-c).

En células humanas HEp-2, al equipar al plasmido con EBNA-1/0riP, hubo un
aumento significativo en la expresion tanto en monocapas como en esferoides desde
el dia 4 al 15. En HEp-2/E, la actividad pgal aumenté 2 veces desde el dia 4 al 15

post-lipofeccion; y luego alcanzd un estado estacionario hasta el dia 30, en el que

comenzé una lenta caida hasta el dia 75 (de aprox. un 70%).
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FIGURA 4: Distribucion de la expresion de Bgal en esferoides.

Micrografias representativas de esferoides LM05e, LM3 y HEp-2 tefiidos con X-Gal a los 8, 15, 30, 45y 60
dias post-lipofeccion con pCMVB. Las células fueron transfectadas, cosechadas 24 hs mas tarde y
sembradas en placas cubiertas con agar como esferoides. A cada tiempo, los especimenes fueron fijados
en suspensién y tefidos con X-Gal, como se describe en M & M. Las areas azules en los esferoides
indican actividad pgal.
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Contrariamente, en esferoides de células murinas LM3 y LMO05e, la adicion en
cis de las secuencias EBNA-1/oriP (pEBCMVp) no sélo no modificd la expresion de
Bgal del pCMVB en LM3/E sino que resultd en una disminucion de un 32% con
respecto al pCMVp en LM0O5e/E, probablemente porque la expresion del gen EBNA-1
empled una fraccién importante de la maquinaria celular del esferoide involucrada en
la expresion génica y/o porque los plasmidos mas grandes poseen una menor
eficiencia de lipofeccién (ver Fig. 5d). Luego de los niveles iniciales de los dias 4 a 15,
la actividad Bgal disminuyé rapidamente (aprox. un 90%) entre los dias 15y 75 en
LMO5e/E y LM3/E, debido a que los genomas murinos no poseen elementos que
permitan la replicacion y posterior segregacion de los plasmidos EBV a las células
hijas en la division celular [45,51]. A pesar de las diferencias observadas entre pCMVf3
y pEBCMVp en esferoides a tiempos cortos post-lipofeccion, en las tres lineas

evaluadas los valores tendieron a converger hacia el dia 75.

Por otro lado, en monocapas la actividad pgal a partir del pEBCMVp decayd
aprox. un 50% desde el dia 4 al dia 15 en células LM05e y LM3, mientras que
aumentd un 20% en células HEp-2.

Tal como fue el caso con pCMVpB, pEBCMVB también mostré un notable
incremento de la actividad especifica en esferoides con respecto a monocapas

(tomadas al dia 8): aprox. 7 veces en LMO05e, 5 veces en LM3 y 4 veces en HEp-2.

Una mayor producciéon de EBNA-1 no aumenté la expresion de pgal

Kaneda y colaboradores [49] informaron que el reemplazo del promotor del
EBNA-1 por el promotor CMVie, mas fuerte, resulté en un incremento de 20 veces en
la expresion de EBNA-1. Entonces, para investigar si una mayor cantidad de EBNA-1
podria inducir una mayor intensificacion de la expresion del transgén, se construyo
pEB2CMV(, un plasmido similar al pEBCMVpB pero con el EBNA-1 bajo promotor
CMVie.

Sin embargo, esta construccion resultdé en una expresion de Bgal menos
eficiente que la generada por pEBCMVS en las tres lineas celulares evaluadas (Fig. 5
a-c), lo cual sugiere que (i) la cantidad de esta proteina reguladora producida por su
propio promotor fue suficiente para generar una maxima actividad pgal dirigida por
CMVie; (ii) una cantidad excesiva de EBNA-1 unido a oriP podria inhibir la retencion
nuclear y/o la migracién del plasmido, presumiblemente a causa de la formacién de

grandes complejos que no pueden pasar a través del poro nuclear; y (iii) la presencia
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de este segundo gen dirigido por CMVie pudo tener un significativo efecto inhibitorio
sobre la expresion de Bgal, probablemente debido a la competencia entre ambos
genes por la maquinaria transcripcional/traduccional.

Se observé un efecto similar en la expresion de Bgal dirigida por pCMV},
cuando éste fue cotransfectado con un segundo plasmido portador del gen del hGM-
CSF (factor estimulante de colonias de granulocitos y macroéfagos humano) bajo
promotor CMVie (pCMVGM). La coexpresion de hGM-CSF bajo promotor CMVie
causdé una dramatica inhibicion de la actividad pBgal (aprox. 90% de inhibicion en
LMO5e/E y LM3/E [dia 8] y 70% en HEp-2/E [dia 15]). Esto excedié la esperada
disminucién en los niveles de expresion debida a que en los experimentos de

cotransfeccion se utilizé 50% de cada plasmido.

Sin embargo, la expresion de Bgal dirigida por pEB2CMVp en esferoides y en
monocapas fue mas alta que la producida por la cotransfeccion con
pCMVB+pCMVGM. En esferoides, estas diferencias fueron de aproximadamente 6
veces en LMO05e, 2 veces en LM3 y 3 veces en HEp-2 (tomadas al dia 8), y a partir de
los 45 dias los valores tendieron a converger. En monocapas este efecto fue mas
débil: la expresion de Bgal dirigida por pEB2CMVp fue aproximadamente 2 veces
(LMO5e), 3 veces (LM3) y 1.5 veces (HEp-2) mayor que la dirigida por
pCMVB+pCMVGM (tomadas al dia 8).

La cotransfeccién con el gen Ad E4 incrementé la expresiéon de fgal sélo en

esferoides

Se ha informado que la region E4 de Adenovirus (Ad E4) otorga persistencia a la

expresion de un transgén dirigida por el promotor CMVie [54,55].

Al cotransfectar pCMVpB con pCMVE4 (un plasmido analogo a pCMV} portador
del gen Ad E4), se observo a los 8 dias en esferoides de las lineas LM05e y LM3 una
actividad Bgal 2.4 y 2.8 veces mayor, respectivamente, que la producida por la
cotransfeccion pCMVB+pCMVGM (Fig. 5 a-c). (Se toma como referencia esta
cotransfeccion debido a que en las cotransfecciones se utilizé la mitad de plasmido

que en las transfecciones simples). Esta diferencia desaparecio a partir del dia 15.

Notablemente, la presencia de la region E4 no aumenté la expresiéon de 3gal en
monocapas en ninguna de las tres lineas celulares evaluadas. Por lo tanto, la

activacion transcripcional observada parece ocurrir sélo en esferoides. Una explicacion
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posible seria la diferencia en el tipo y cantidad de factores presentes en células

cultivadas en dos y tres dimensiones.

En sintesis, la adiciéon del gen E4 produjo un leve aunque significativo aumento

en la expresion de pBgal, exclusivamente en esferoides de las lineas LM05e y LM3.

La eficiencia de lipofeccion de los distintos plasmidos se correlacion6

parcialmente con la actividad pgal

Por otra parte, en cada linea celular la eficiencia de lipofeccién, medida como
porcentaje de células tedidas con X-Gal a las 24 horas post-transfeccion, se
correlaciond parcialmente con la actividad Bgal especifica medida por el método
ONPG (Fig. 5 d).

Mientras que pCMVp (7.1 kb) mostrod las eficiencias mas altas, los plasmidos
pEBCMVS (10.3 kb) y pEB2CMVp (10.8 kb), aproximadamente un 50% mas grandes,
tuvieron eficiencias del 55-60% de la de pCMV}.

La eficiencia de transfeccion relativa de dichas construcciones en las distintas
lineas celulares fue aproximadamente la misma, siendo LM05e la mas eficiente,
seguida por HEp-2 y LM3 (alrededor del 30% de LMOS5e). Es interesante notar que
mientras que las células LM3 y HEp-2 mostraron eficiencias de lipofeccion similares, la
expresion de Bgal total y especifica, significativamente mas alta en LM3/E con
respecto a HEp-2/E, podria estar relacionada con el grado de compactacién de los

esferoides.

El promotor CMVie completo produjo la maxima expresion del transgén en

esferoides

El control de la expresion de un transgén es un proceso complejo, dependiente
en parte de la disponibilidad y/o actividad de los factores celulares y secuencias
cercanas necesarios para el funcionamiento del promotor. Como el efecto de la
configuracién espacial sobre la expresion del transgén fue mucho mas evidente
cuando la B-galactosidasa fue expresada a partir de pCMVpB, hemos decidido
investigar las propiedades del promotor CMVie mediante la delecién y sustitucion

parcial de diferentes fragmentos de este promotor.
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FIGURA 5: Efecto de los elementos de persistencia EBNA-1/oriP y E4 en la expresioén de Bgal.

(a-c) Actividad Bgal especifica luego de lipofeccidon con los plasmidos indicados en células cultivadas en

esferoides (grafico principal, simbolos llenos) o monocapas (grafico insertado, simbolos vacios). A los

tiempos indicados, las células fueron homogeneizadas y se midié la actividad fgal como se describe en M

& M. Los resultados se expresaron como mU Bgal /mg proteina + s.e.m. de (n) ensayos independientes,

luego de corregir el fondo (pCMVp: n=14; pEBCMVp: n=9; pEB2CMV: n=8; pCMVB+pCMVE4: n=8;
CMVB/2: n=6). Valores de p (entre paréntesis, dias a los que corresponden):

LMO05e LM3 HEp-2

pCMVB vs Esferoides Monocapas Esferoides Monocapas Esferoides Monocapas

pEBCMVp n.s. n.s. n.s n.s. p<0.05 (8-60) p<0.05 (15)

pEB2CMVp p<0.05 (4-30) n.s. p<0.05 (4-45) n.s. n.s. p<0.05 (4)

pCMVpB/2 p<0.01 (4-45) p<0.05 (4-8) p<0.01 (4-45) p<0.05 (4-8) p<0.01 p<0.01 (4-8)
pCMVpB+pCMVE4 p<0.01 (4-45) | p<0.05(4-15) | p<0.05 (4-45) p<0.05 (4-8) p<0.01 p<0.05 (4)

pCMVB/2 vs

pEBCMVB p<0.01 (4-15) p<0.05 (4-8) p<0.01 (4-15) p<0.01 (4-8) p<0.01 p<0.01

pEB2CMVp p<0.01 (4-15) p<0.05 (8) p<0.05 (8) p<0.05 (4-8) p<0.01 n.s.
pCMVpB+pCMVE4 p<0.001 (8) p<0.001(8-15) | p<0.01 (8-15) n.s. n.s. n.s.

(d) Eficiencia de la transferencia genética. Células transfectadas con los plasmidos indicados fueron
tefiidas con X-Gal a las 48 hs post-transfeccion y contadas, como se describe en M & M. Los resultados
se expresaron como porcentaje de células tefiidas + s.e.m. de (n) experimentos independientes (pCMVp:
n=16; pEBCMVB: n=9; pEB2CMVp: n=8).
* p < 0.05: con respecto a pPCMVp en la misma linea celular. ® p < 0.05 y ® p<0.01: con respecto al mismo

plasmido en LMO5e/E.
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Para ello, se disefid una serie de construcciones derivadas del pCMV(, que
contienen diferentes fragmentos del promotor CMVie rio arriba del gen indicador gal
(ver Materiales y Métodos): (i) pA5'CMVp: una construccion que contiene la region 3'
entre los sitios Nco | y Sac | (208 pb), por delecién de la regién 5' entre los sitios Eco
RI'y Nco I (325 pb). Dicha regién 5' fue sustituida por (ii) cuatro repeticiones en tandem
de la secuencia consenso de unidon a myc-max [70], obteniendo pMYCCMVS, o (iii)
una copia de la secuencia consenso KCS, que une factores liberados en presencia de
IFN-B [71], obteniendo pKCSCMVp. Por otra parte, (iv) el promotor CMVie completo
fue delecionado y reemplazado por un promotor minimo que contiene las secuencias
TATA-BOX y Sp1-CS2 de la region 3' del CMVie, obteniendo pTATAB; y luego (v)
cuatro repeticiones en tandem de la secuencia consenso de uniéon a myc-max fueron
anadidas rio arriba, obteniendo pMYCTATAp.

La actividad del gen reporter en todas estas construcciones fue evaluada en
monocapas Yy en esferoides durante un periodo de 75 dias (Fig. 6).

La delecion del fragmento Eco RI - Nco | (pA5'CMVp) disminuyo fuertemente la
expresion del gen reporter dirigida por el promotor CMVie en las tres lineas celulares
cultivadas tanto en esferoides (mas del 95% de inhibicidbn) como en monocapas
(aprox. 80-85% de inhibicion). La insercion de 4 secuencias consenso myc-max (67
bp) restaurd parcialmente la fuerza del promotor CMVie: 25% en LM05e/E y 50-60%
en LM3/E y HEp-2/E. Como los niveles de myc-max aumentan con la proliferacion y
con la apoptosis, la menor actividad de esta construccion en LM05e/E podria deberse
a la menor tasa de crecimiento de estas células en esferoides. Contrariamente, en
monocapas esta restauracion fue practicamente total al dia 4 en LM05e y HEp-2,
debido probablemente a su proliferacion, que dispara la expresion de las proteinas
myc-max.

La insercion de la secuencia consenso KCS (18 bp) restaurd aproximadamente
un 10-25% (E) y 25-60% (M) de la actividad del promotor CMVie. Este comportamiento
diferencial de monocapas y esferoides podria deberse a diferencias en los niveles de
factores regulatorios que se unen a los promotores en células cultivadas en dos y tres
dimensiones.

Por otro lado, debido a la falta de suficientes elementos regulatorios, pTATAB
s6lo sostuvo un 10% de la expresion del pCMV}, aun con la insercion de 4 secuencias
myc-max (PMYCTATAR).

En el panel derecho de la Fig. 6 se muestran micrografias representativas de

esferoides de las tres lineas celulares transfectados con pMYCCMV 6 pKCSCMV, a
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los 8 dias y a los 60 dias post-transfeccion, tefidos con X-Gal. Como se esperaba,
puede observarse a los 8 dias post-lipofeccién una tinciéon azul intensa, ligeramente
mayor con pMYCCMVp que con pKCSCMVB. A los 60 dias, la cantidad de células
tefidas disminuye y se hace similar para ambos plasmidos.

A partir de estos datos pueden extraerse cuatro conclusiones importantes:
(i) La composicion del cassette de expresion fue un determinante clave en los niveles
de expresion del transgén, pero no afecté su duracion.
(i) El promotor CMVie completo dirigid la mayor expresiéon del transgén a partir de
ADN plasmidico.
(i) La expresion del transgén fue dependiente del promotor y del numero de
secuencias regulatorias presentes.
(iv) Los esferoides mostraron siempre una mayor actividad del transgén que las

correspondientes monocapas.

Tomando en cuenta todo lo expuesto hasta aqui, se ha demostrado que las
células cultivadas en esferoides incrementaron fuertemente la expresion del transgén
con todos los plasmidos evaluados, pero tal vez el hallazgo mas sorprendente fue que
la expresion del gen indicador fue aun detectable a los 75 dias post-lipofeccién. Esta
expresion persistente in vitro de un transgén a partir una transfeccion transitoria con

vectores no virales no habia sido informada anteriormente.

La persistencia de la expresion se debe a la expresion génica sostenida

Para evaluar si la persistencia de la actividad Bgal fue debida a la expresion
sostenida del transgén, y no solo a un lento recambio de la proteina en el citoplasma,
se analizé la expresion a largo plazo de un producto génico de secrecién como el
hGM-CSF (factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos).

Mediante cotransfecciéon con pCMV y pCMVGM, la expresion intracelular de Bgal se
midid paralelamente a la citoquina secretada producida por el gen hGM-CSF (Fig. 7,
izquierda). Como sucedié con la Bgal, la produccién maxima de hGM-CSF en
esferoides LM3 y LMO05e ocurrié entre los dias 4 y 15, con una rapida caida hasta el
dia 30 seguida de una caida mas lenta hasta el dia 75. Como la secrecién de hGM-
CSF durante 24 hs, luego de renovar el medio de cultivo, refleja la tasa diaria real de
expresion del transgén, esta cinética equivalente de ambos transgenes en esferoides

LMO5e y LM3 confirmé que la persistencia se debidé principalmente a la expresion
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FIGURA 6: Propiedades del promotor CMVie parcialmente delecionado/ sustituido.
lzquierda: Actividad Bgal especifica luego de lipofeccién con pCMVp (e), pMYCCMVp (m), pKCSCMVP
(A), pAS'CMVB (¢), pMYCTATAB (x) 6 pTATAB (x) en células LM05e, LM3 y HEp-2 cultivadas en
esferoides o monocapas. Cada valor representa media + s.e.m. de (n) ensayos independientes (pPCMVp:
n=14, pMYCCMVp: n=9, pKCSCMV: n=6, pA5'CMVp: n=8, pMYCTATAR: n=5, pTATAB: n=5).

Valores de p LMO05e LM3 HEp-2
pCMVB vs Esferoides Monocapas Esferoides Monocapas Esferoides Monocapas

pMYCCMVB p<0.01 n.s. p<0.05 n.s. p<0.05 p<0.05

pKCSCMVpB p<0.01 n.s. p<0.05 n.s. p<0.05 p<0.05
PA5'CMVB, pTATAB p<0.01 p<0.05 p<0.01 p<0.05 p<0.01 p<0.05
PAS'CMVB, pTATAB,

pMYCCMVB p<0.01 p<0.05 p<0.01 p<0.05 p<0.01 p<0.05

pKCSCMVp p<0.01 p<0.05 p<0.01 p<0.05 p<0.01 p<0.05

Derecha: Micrografias representativas de esferoides LM05e, LM3 y HEp-2 lipofectados con pMYCCMVp
6 pKCSCMVB, a los 8 6 60 dias post-transfeccion, tefiidos con X-Gal. Las areas azules en los esferoides

indican actividad B-galactosidasa.
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génica continua. Pero los esferoides HEp-2, cuyos niveles de expresion fueron
marcadamente inferiores a los de LM05e (aprox. 10%), mostraron una produccion
maxima de hGM-CSF a los 4 dias, seguida de una caida continua que llevd la
expresion al 5% del nivel inicial a los 40 dias.

Al comparar los patrones de expresiéon de fgal y hGM-CSF, se puede observar
que en las células HEp-2 la produccion de hGM-CSF caydé mas rapidamente que la
actividad pBgal. Ya que la vida media de la enzima B-galactosidasa en algunas lineas
celulares puede alcanzar varios dias [76], se puede asumir que la persistencia de la
actividad Bgal se debe parcialmente a su estabilidad en el citoplasma. Por otro lado, la
exposiciéon continua y a largo plazo de los esferoides a los altos niveles de hGM-CSF
secretado podria tener un efecto tdxico inespecifico que llevara a regular
negativamente su propia expresion, o a su degradacion. Este resultado obtenido con
esferoides cultivados in vitro esta notablemente de acuerdo con la expresion in vivo de
G-CSF medida en suero de ratones luego de inyecciones i.v. de lipoplexes que
contenian el gen del G-CSF, especialmente disefiados para la expresion a largo plazo
[51].

A los 8 dias, las monocapas mostraron actividades mas bajas que los
esferoides en LM05e (aprox. 3 veces) y en LM3 (aprox. 20 veces), tal como sucedié
con la actividad Bgal. Por el contrario, a los 4 dias la produccién de hGM-CSF en
HEp-2 resulté equivalente en esferoides y en monocapas. Pero en todas las lineas
celulares la produccion en monocapas decayd inmediatamente, mientras que en
esferoides dicha produccion disminuyd suavemente. Esto dio lugar a mayores
diferencias entre esferoides y monocapas a los 15 dias: en dicho punto, las relaciones
E/M en produccion fueron 118 para LM3, 20 para HEp-2 y 7 para LM05e.

Tal como fue el caso con el gen de la Bgal, el promotor SV40e generd una
produccion de hGM-CSF sustancialmente mas baja que el promotor CMVie, con una
cinética de caida similar en las tres lineas celulares (Fig. 7, derecha). Esta produccion
fue menor y de caida mas rapida en monocapas que en esferoides, excepto en células
LMO5e, en las que tanto esferoides como monocapas mostraron niveles de produccion

similares.
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FIGURA 7: Expresion de la proteina de secrecion hGM-CSF.

lzquierda: Actividad p-galactosidasa especifica y produccion de hGM-CSF. Las células fueron
cotransfectadas con los plasmidos pCMVp + pPCMVGM vy cultivadas en esferoides (/E) o monocapas (/M).
Los datos fueron expresados como porcentaje sobre la actividad pgal 6 la produccion de hGM-CSF en
esferoides al dia 4. Cada valor representa media + s.e.m. de (n) ensayos independientes (pCMVp: n=20;
pCMVGM: n=9). pCMVB vs pCMVGM: p<0.01 entre los dias 15y 75 en HEp-2/E.

pCMVB vs pCMVGM: p<0.01 entre los dias 8 y 15 en HEp-2/M.

Linea celular Act fgal méx (mU/mg prot) Prod de hGM-CSF max (ng/mg prot/dia)
LMO5e/E 64 1568
LM3/E 67 1185
HEp-2/E 23 783
Derecha: Produccion especifica de hGM-CSF luego de colipofeccion con los plasmidos

pCMVB+pCMVGM 6 pCH110+pSVGM en células LMO5e, LM3 y HEp-2 cultivadas en esferoides (/E) o
monocapas (/M). Cada valor representa media + s.e.m. de (n) ensayos independientes (pPCMVGM: n=9;
pSVGM: n=4). pPCMVGM vs pSVGM: p<0.01 en las tres lineas celulares.
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El efecto de la configuracion espacial del cultivo sobre

la expresion de transgenes fue reversible

Al ser transferidos desde placas no adherentes a placas de cultivo normales,
los esferoides tendieron a desarmarse y crecer como monocapas. La capacidad para
formar dichas monocapas se correlacioné inversamente con el grado de compactacién
de los esferoides: los esferoides HEp-2 formaron monocapas mas rapidamente que
LMO5e 6 LM3, y esta capacidad decrecio en las tres lineas celulares con el tiempo,
cuando los esferoides se hicieron mas compactos.

Esferoides lipofectados con pCMVp fueron transferidos a placas de cultivo
normales a diferentes tiempos post-transfeccion (4 a 37 dias), y 7 dias después se
midi6 la actividad pgal especifica en las monocapas resultantes (eliminando
previamente los esferoides remanentes). La actividad Bgal en estas monocapas cayo a
valores similares a los de monocapas controles en todas las lineas celulares (Fig. 8,
izquierda). En cada tiempo evaluado, las actividades Bgal fueron menos de un 15% de
aquellas de los esferoides de los cuales derivaron 7 dias antes, mientras que en los
esferoides que continuaron como tales, la expresion cayo solo al 95% - 50%,
dependiendo del tiempo evaluado. Estos resultados demuestran que el aumento de la
expresion depende estrechamente de la configuracion espacial y que puede ser
reversible.

La tincion con X-Gal confirmé estas observaciones. Ocho dias post-
transfeccion los esferoides fueron transferidos a placas normales y, 2 a 4 dias
después, los esferoides remanentes y las monocapas que estaban creciendo en forma
radial fueron tefidos con X-Gal y fotografiados. Como se esperaba, se pudo observar
una tincion intensa en los esferoides remanentes, mientras que las monocapas

mostraron pocas o ninguna célula tefiida (Fig. 8, derecha).
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FIGURA 8: Efectos de la reversion de la configuracién del cultivo sobre la expresion de pgal.
lzquierda: Actividad pB-galactosidasa en esferoides LM05e, LM3 y HEp-2 y en monocapas derivadas de
los respectivos esferoides a diferentes tiempos post-lipofeccion con pCMVp. A cada tiempo, la monocapa
deriva de esferoides sembrados en placas de cultivo normales 7 dias antes. Cada valor representa media
+ s.e.m. de 6 ensayos independientes.

Derecha: Micrografias representativas de esferoides LM05e, LM3 y HEp-2 desensamblandose y
monocapas creciendo radialmente, tefidos con X-Gal a los 11 dias post-lipofeccién con pCMVp. (Los
esferoides fueron transferidos a placas de cultivo normales al dia 8 post-lipofeccién). Las areas azules
indican actividad B-galactosidasa.
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La expresion del transgén a largo plazo ocurrié independientemente

de la integracion del plasmido en el genoma celular

Los vectores se mantuvieron en forma episomal

Se extrajo el ADN gendmico y episomal de esferoides a los 40 dias post-
lipofeccion con pCMVB o pEBCMV, y se realizé un ensayo de Southern Blot con una
sonda para lacZ (Fig. 9 a). Dicho ensayo no reveld ninguna integracion de los vectores
plasmidicos en el genoma de las células huésped, y el plasmido en forma de episoma
fue detectado 40 dias post-lipofeccién, demostrando que la mayor parte de los

plasmidos lipofectados se mantuvo como episomas.

El efecto de la configuracion tridimensional sobre la expresion de transgenes

integrados fue opuesto al observado en la expresion transitoria de los mismos

La medicién de la actividad PBgal especifica en células LM3 transfectadas
establemente con B-galactosidasa y cultivadas en monocapas o en esferoides mostro
que el efecto que produce la configuracion espacial sobre la expresion de transgenes
integrados fue opuesto al observado en la expresidén transitoria de los mismos
trangenes (Fig. 9 b). Mientras que entre los dias 4 y 8 de cultivo la actividad Bgal
especifica fue similar en monocapas y esferoides, al dia 15 la expresion en esferoides
fue la mitad de la de monocapas. Es importante notar que a los 30 dias de cultivo la
actividad en esferoides LM3 caydé a un 12% del maximo alcanzado a los 8 dias,
mientras que en los mismos transfectados transitoriamente esta relacion fue del 38%.
Esto sugiere que la expresidon de un transgén es una caracteristica propia de la
configuraciéon tridimensional, y que su pérdida gradual ocurre tanto con genes
integrados como episomales, siendo mas lenta en el ultimo caso.

Estos resultados coinciden con los de Klunder y Hulser [76], quienes
encontraron una reducida porcion de células productoras de Bgal en esferoides
transfectados en forma estable, con respecto a las mismas células creciendo en
monocapas.

Puede observarse que la actividad gal en monocapas fue mayor en las células
transfectadas establemente que en las transitorias, lo cual es facilmente explicable por
el hecho de que casi el 100% de las células transfectadas establemente expresa fgal,

mientras que la eficiencia de lipofeccion para LM3 es de aproximadamente el 10%.
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Para corroborar que estas observaciones se extendieran a la expresion de
otros transgenes, se evalud la produccién especifica de hlL-2 en células LM3
transfectadas en forma transitoria y estable (Fig. 9 c).

Las células transfectadas transitoriamente produjeron a los 4 dias 3.6 veces
mas hlL-2 en esferoides que en monocapas, y ambas producciones cayeron de
manera similar con el tiempo. Puede observarse que la expresion de hlL-2 en
esferoides cayé mas rapidamente que la de Bgal, debido probablemente a la alta
toxicidad generada por la exposicion continua y a largo plazo de los esferoides a altos
niveles de la citoquina.

Por otro lado, las monocapas transfectadas establemente con hiL-2
expresaron a los 4 dias unas 500 veces menos hIL-2 que las monocapas
transfectadas en forma transitoria, lo cual podria deberse también a la toxicidad a largo
plazo de la hIL-2. Al ser transferidas de monocapas a esferoides, las mismas células
transfectadas establemente produjeron niveles no detectables de hIL2 (<0.1 ng
hiL2/mg proteina/dia). Se obtuvieron resultados muy similares con la linea celular

LM38 (datos no mostrados).

Todos estos datos sostienen la hipdtesis de que la alta expresion de
transgenes en esferoides fue generada por plasmidos en forma episomal, ya que en
caso de haber ocurrido una integracién, su contribucion a la expresion del transgén

hubiera sido despreciable.
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FIGURA 9: (a) Analisis por Southern blot de DNA episomal de esferoides. A los 40 dias post-
lipofeccion con pCMVpB 6 pEBCMVp; se extrajo el ADN de esferoides LM05e, LM3 y HEp-2. El mismo fue
separado por electroforesis, transferido e hibridizado con una sonda para el gen de la gal como se
describe en M & M. Las lineas celulares y los plasmidos se indican en la fotografia.

M: Plasmidos digeridos con Hind /Il como marcadores de peso molecular.

(b) Expresion de Bgal 6 (c) hiL-2 en células LM3 transfectadas en forma estable y transitoria. En
células cultivadas en monocapas o esferoides. Medida a diferentes tiempos y expresada como media +
s.e.m. de (n) ensayos independientes (fgal: n=4; hilL-2: n=5)

(a) Transfeccion estable, esferoides 15 y 30 d: p<0.01 respecto a monocapas 15d.

Transfeccion transitoria, esferoides vs. monocapas: p<0.01.

Esferoides estables vs. transitorias: p<0.01.

(b) Transfeccion transitoria, esferoides vs monocapas: p<0.001.

Monocapas estables vs transitorias, dia 4: p<0.001; dia 7: p<0.05.
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RESPUESTA AL SISTEMA GEN SUICIDA/PRODROGA HSVtk/IGCV
EN ESFEROIDES

A pesar de la eficiente expresion de transgenes, los esferoides resultaron mas

resistentes que las monocapas al sistema HSVtk/GCV

Conociendo el efecto intensificador de la configuracion tridimensional sobre la
expresion de transgenes, se resolvié estudiar como puede influir la configuraciéon
espacial de las células en la eficacia del sistema gen suicida/prodroga HSVtk/GCV.

En primer lugar, se evalué la citotoxicidad de dosis crecientes de la prodroga
ganciclovir (GCV) (0.1-1000 ug/ml) en monocapas y esferoides de células LM05e, LM3
y B16 transfectadas transitoriamente con HSVik (LMO5e/tk, LM3/tk y B16/tk). Las
mismas células transfectadas transitoriamente con pgal (LM05e/B, LM3/p y B16/3)
fueron usadas como controles negativos (Fig. 10 a-b y Tabla 1).

Todas las lineas celulares transfectadas con HSVik manifestaron un fenotipo
relativamente resistente al GCV al ser cultivadas en esferoides, comparadas con las
mismas células cultivadas en monocapas. Los esferoides LMO05e/tk, LM3/tk y B16/tk
resultaron aproximadamente 16, 3 y 9 veces menos sensibles al GCV que sus
respectivas monocapas. Esto estaria indicando la presencia de reistencia multicelular
(MCR), un tipo de resistencia inherente a las estructuras tridimensionales que ya ha

sido descripta en esferoides frente a quimioterapia y radioterapia [5].

Linea celular ICs, Bgal IC5 TK ICso Bgall/ IC5o TK
(ug/ml GCV) (ug/ml GCV)
Monocapas
LMO5e 96 + 23 0.18 £ 0.06* 533
LM3 91+28 1.0+ 04" 91
B16 49+7 0.7+0.3" 70
Esferoides
LMO5e >1000 2.8+ 0.9%* 357
LM3 358 + 181 3.3£14 108
B16 290 + 21 6.0 £ 3.0* 48

TABLA 1: Sensibilidad al GCV de monocapas y esferoides de células que expresan HSVtk 6 fgal.
Concentraciones de GCV que produjeron un 50% de disminucion en la viabilidad celular (ICso) a partir de
los experimentos mostrados en la Figura 17.
Los resultados representan media £ s.e.m. de n experimentos independientes (LM05e: n=5; LM3: n=7;
B16: n=6).
* p<0.05 = ICs50 TK vs ICsp pBgal

p<0.05 = ICs5o TK de esferoides vs monocapas
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Sin embargo, en todos los ensayos realizados en cultivos en dos o tres
dimensiones, las células transfectadas con HSVtk fueron significativamente mas
sensibles al GCV que sus respectivos controles transfectados con Bgal, como puede
observarse a partir de los datos de IC5, que se presentan en la Tabla 1. Este hecho
apoya la factibilidad de esta estrategia suicida in vivo.

Los esferoides de células que expresan pgal fueron menos sensibles al GCV
que sus respectivas monocapas. En el caso de los esferoides LM05e, la curva de
sobrevida de las células transfectadas con pCMVP se retardd notablemente,
impidiendo la interpolacion de la 1Cs, correspondiente, y en consecuencia los
resultados comparativos so6lo pueden acotarse.

Por ultimo, es importante notar que los esferoides mostraron sensibilidades
similares al GCV 10 ug/ml en las tres lineas evaluadas, a pesar de sus diferentes

comportamientos en monocapas.

El efecto bystander in vitro fue menor en esferoides

Para determinar la extension del efecto bystander in vitro, se co-cultivaron
durante 5 dias en monocapas y en esferoides diferentes proporciones (100/0, 75/25,
50/50, 25/75, 0/100) de células LM05e, LM3 y B16 lipofectadas con pCMVtk 6 pCMV§},
con concentraciones crecientes de GCV (0.1-1000 pg/ml) (Fig. 10 a-b).

Las monocapas de células LMO5e lipofectadas con pCMVtk (LMOQ5e/tk) fueron
las mas sensibles al GCV, y la dilucion con cantidades crecientes de células LM05e/p
tuvo poco efecto sobre la sensibilidad de esta linea celular al GCV. Las curvas de
sobrevida celular con 25% y 50% de células LMO05e/tk fueron similares a las que
contenian 75% y 100% de dichas células, lo cual sugiere un fuerte efecto bystander.
En el caso de las monocapas de LM3 y B16, las células resultaron mas sensibles a la
dilucion con sus respectivas células /B, sugiriendo un efecto bystander menor.

Al ser transferidas de monocapas a esferoides, las curvas de sobrevida de las
tres lineas celulares se corrieron notablemente hacia la derecha a medida que el
porcentaje de células /tk disminuyd, sugiriendo un débil efecto bystander en
esferoides.

El efecto bystander se hace evidente cuando la muerte celular inducida por
GCV no se restringe a las células que expresan el gen suicida [35] La Fig. 10 ¢
muestra la proporcion de muerte celular a una dosis de GCV de 10 ug/ml, con
respecto a la fraccién de células que expresan el gen transfectado (porcentajes de

células lipofectadas con HSVtk corregidos por sus respectivas eficiencias de
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transfeccion, medida como porcentaje de células que expresan pBgal). Se estimo el
efecto bystander a la concentracion de GCV farmacolégicamente relevante de 10
ug/ml (comparable a la dosis estandar para pacientes humanos), que eliminé a la
mayor parte de las células /tk y tuvo poco efecto sobre las células /B. La linea
punteada representa el porcentaje tedrico de muerte celular si no existiera efecto
bystander. Todas las curvas estan arriba de esta linea tedrica, indicando la presencia
de efecto bystander en las tres lineas celulares evaluadas, sin importar la
configuracién espacial del cultivo. S6lo un 1% de células LM05e/tk fue suficiente para
inducir un poderoso efecto bystander que elimind a un 80% y un 30% de las células
cultivadas en monocapas y en esferoides, respectivamente. La presencia de un 5% de
células LMO5e/tk fue suficiente para destruir, respectivamente, al 90% (M) y 50% (E)
de las células. Este efecto fue menor en células LM3/tk y B16/tk, donde un 5% de ellas
fue capaz de destruir, respectivamente, al 70 (M) y 45% (E) 6 75 (M) y 50% (E) de los

cultivos.

El agregado de GCYV a los 8 dias post-transfeccion no modificé la sensibilidad de

los esferoides LMO05e pero disminuye la de LM3

Teniendo en cuenta que los esferoides expresan transgenes muy
eficientemente durante los primeros 15 dias, se decidié evaluar la sensibilidad de los
esferoides compactos LM05e y LM3 al sistema HSVtk/GCV iniciando la incubacion con
GCV a los 8 dias post-transfeccion, momento en el cual los esferoides ya se
encuentran bien formados y compactos y la difusién del GCV hacia su interior podria
verse dificultada (Fig. 11 a).

En esferoides LM05e, sumamente compactos, la sensibilidad al GCV agregado
recién a los 8 dias post-transfeccion (GCV/8d) fue la misma que la observada con el
agregado de esta prodroga a las 24 hs post-transfeccion (GCV/1d). En cambio, la
sensibilidad al GCV de los esferoides LM3/tk con el GCV/8d disminuyd unas 6 veces
con respecto a la observada con GCV/1d, mientras que la sensibilidad de los
esferoides LM3/B no varié. Estos datos sugieren que la difusién del GCV al interior de
los esferoides no disminuyd o bien no fue un factor limitante. Posiblemente los
esferoides LM3 pierden sensibilidad al GCV por aumento de la MCR en los esferoides

de 8 dias, con respecto a los de 1 dia.
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FIGURA 10: Sensibilidad al GCV y efecto bystander en monocapas y esferoides
(a-b) Curvas de dosis-respuesta al GCV de diferentes combinaciones de células LM05e, LM3 y B16 que
expresan HSVtk 6 Bgal, cultivadas en monocapas (a) o esferoides (b). Los resultados se expresaron como
media + s.e.m. de (n) ensayos independientes (LM05e: n=5; LM3: n=7; B16: n=6).

Relaciones células tk / células B: (m) 100/0; (e) 75/25; (¢) 50/50; (m) 25/75; () 0/100
Valores de p para GCV 10 pg/ml:

TK/Bgal LMO05e LM3 B16
Monocapas TKvs Bgal vs TKvs Bgal vs TK vs Bgal vs
75/25 n.s. p<0.001 n.s. p<0.001 n.s. p<0.001
50/50 n.s. p<0.001 p<0.05 p<0.001 n.s. p<0.001
25/75 p<0.01 p<0.001 p<0.01 p<0.001 p<0.05 p<0.001
0/100 p<0.001 p<0.001 p<0.001

Esferoides

75/25 n.s. p<0.001 n.s. p<0.01 n.s. p<0.001
50/50 p<0.05 p<0.01 n.s. n.s. n.s. p<0.01
25/75 p<0.001 n.s. p<0.01 n.s. p<0.01 p<0.05
0/100 p<0.001 p<0.001 p<0.001

(c) Proporcion de células sobrevivientes en funciéon del numero de células que expresan HSV-tk, luego de
incubar con GCV 10 pg/ml. Los valores corresponden a experimentos individuales, en los que cada
condicion fue realizada por ftriplicado. La linea punteada representa la curva tedrica esperada si no
hubiera efecto bystander. Referencias: (A) Monocapas; (e) Esferoides.
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El agregado de GCV durante la transfeccion eliminé mas del 40% de las células

en esferoides transfectados con HSVtk

Esta descripto que una vez que el GCV entra a la célula, éste es rapidamente
fosforilado por la HSVik, perdiendo su capacidad de atravesar membranas celulares.
Entonces, su vida media dentro de la célula es aproximadamente 6 veces mas larga
que la del GCV no modificado [77,78]. Se decidio investigar el efecto del agregado de
GCV 10 pg/ml previo a la formacion de los esferoides (durante la transfeccion) en
células LM05e y LM3. Luego de 24 horas u 8 dias, los esferoides fueron expuestos a
concentraciones crecientes de GCV (Fig. 11 b-c).

Los resultados obtenidos muestran que la corta exposicion inicial al GCV (de 6
a 8 horas) fue suficiente para eliminar a mas del 40% de las células /tk en los
esferoides de ambas lineas celulares, mientras que la sobrevida de las células /B no
se vio afectada significativamente. Por otra parte, la exposicion subsiguiente de las
células sobrevivientes a concentraciones crecientes de GCV, a partir del dia 1 ¢ del
dia 8 post-transfeccioén, tuvo un mayor efecto en LM3 que en LMO05e: la exposicion de
las células sobrevivientes de los esferoides LM3 al GCV 10 pg/ml agregado al dia 1 6
al dia 8 elimind al 68% 6 35% de las mismas, respectivamente. En cambio, para
LMO5e dichos valores fueron del 37% (dia 1) y 16% (dia 8). Esto sugiere que las
células que expresan HSVtk, requieren sélo una corta exposicion al GCV para iniciar
una cascada de eventos irreversible, que resulta en la muerte celular programada, que
ocurre durante varios dias [35].

En este experimento, las células fueron expuestas a GCV 10 ug/ml en forma de
monocapas (durante la transfeccién), lo que asegura la entrada uniforme del GCV a
todas las células. Si se compara el efecto producido por esta Unica exposicion con el
producido por la exposicion a la misma concentracion de GCV pero con las células ya
en esferoides (durante 10 dias), puede observarse que ambos efectos son similares.
Esta evidencia favorece la hipotesis de que la difusién no seria un factor limitante,
pues son las capas externas replicativamente activas de los esferoides las sensibles al

sistema HSVtk/GCV, tal como se detalla a continuacion.
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FIGURA 11: Efecto del agregado del GCV a los 8 dias post-transfeccion y durante la transfeccion.
Curvas de dosis-respuesta a concentraciones crecientes de GCV de células LM05e y LM3 que expresan
HSVtk 6 Bgal, cultivadas en esferoides. Los resultados se expresaron como media + s.e.m. de (n) ensayos

independientes

(a) La incubacién con GCV se inicié a las 24 hs 6 a los 8 dias post-transfeccion. (LM05e: n=7; LM3: n=5).

LM3, TK d1 vs. TK d8: p<0.05.

(b-c) Se agregdé GCV 10 ug/ml durante la transfeccion, y la incubacion con concentraciones crecientes de
GCV se inici6 (b) a las 24 hs post-transfeccion, o (c) a los 8 dias post-transfeccion. Los resultados fueron
expresados como porcentajes de sobrevida con respecto a los controles transfectados con fgal sin
agregado de GCV durante ni después de la transfeccién. (LM05e dia 1: n=4, LM05e dia 8: n=3 ; LM3 dia
1: n=5, LM3 dia 8: n=3). (Ver valores de p en pag. 68).
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El tratamiento con el sistema HSVtk/GCV disminuy6 el tamano de los esferoides

En la Fig. 12 se pueden observar micrografias de esferoides LM05e y LM3
cotransfectados con HSVik + [B-galactosidasa, o sélo con [-galactosidasa como
control, incubados durante 10 dias en presencia o ausencia de GCV 10 ug/ml y 100
ug/ml, fijados y tefdidos con X-Gal.

Como la parte de los esferoides replicativamente activa se encuentra
mayoritariamente en las capas externas, son éstas las sensibles a este sistema
suicida y por lo tanto los esferoides transfectados con HSVtk e incubados con GCV
son notablemente mas pequefios que sus respectivos controles fgal.

Es importante notar que no se observan diferencias significativas en la
sensibilidad de los esferoides LM05e al GCV, asi se haya iniciado la incubacion a las
24 hs 0 a los 8 dias post-transfeccion, mientras que los esferoides LM3 son menos
sensibles cuando se coloca el GCV a los 8 dias, todo lo cual concuerda con lo
observado en las curvas de la Fig. 11.

Ademas, como puede observarse, la exposicion a GCV 100 ug/ml no tuvo un
efecto visible sobre los esferoides LMO05e transfectados con Bgal, pero si sobre los
LM3, lo cual coincide con lo observado en las curvas de sobrevida al GCV de ambas
lineas celulares (Figs. 10 y 11). Esto podria sugerir la existencia de una actividad
kinasa intrinseca en los esferoides LM3, ausente o en bajos niveles en LM05e.

Por otra parte, cabe aclarar que la menor tincién X-Gal en los esferoides
cotransfectados con Bgal y HSVk se debe a que fueron lipofectados con la mitad de

plasmido Bgal que los controles.

Valores de p de la Figura 11:

Bgal d1 vs LMO05e LM3

(a) TK d1 Bgal d8 TK d8 TK d1 Bgal d8 TK d8
1 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
10 p<0.001 n.s. p<0.001 p<0.001 n.s. p<0.05
100 p<0.001 n.s. p<0.001 p<0.001 n.s. p<0.05
1000 p<0.01 n.s. p<0.001 p<0.01 n.s. n.s.
Bgal vs LMO05e LM3

(b) TK B +GCV TK + GCV TK B+ GCV TK + GCV
1 n.s. n.s. p<0.001 n.s. n.s. p<0.001
10 p<0.001 n.s. p<0.001 p<0.01 n.s. p<0.001
100 p<0.001 n.s. p<0.001 p<0.01 n.s. p<0.001
1000 p<0.01 n.s. p<0.01 n.s. n.s. p<0.05
(c)

1 n.s. n.s. p<0.001 p<0.05 n.s. n.s.
10 p<0.01 n.s. p<0.05 p<0.01 n.s. n.s.
100 p<0.01 n.s. p<0.05 n.s. n.s. n.s.
1000 p<0.05 n.s. p<0.05 n.s. n.s. n.s.
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FIGURA 12 a: Efecto del sistema HSVtk/GCV sobre el tamaio de los esferoides.

Células LM3 cotransfectadas con pCMVB+pCMVik 6 pCMVp solo (como control) y cultivadas en
esferoides fueron incubadas a partir del dia 1 6 del dia 8 post-transfeccidén con las concentraciones de
GCV indicadas durante 10 dias y luego tefidas con X-Gal. Se fotografiaron alicuotas de las suspensiones
de esferoides utilizando un microscopio invertido de contraste de fase.
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FIGURA 12 b: Efecto del sistema HSVtk/GCV sobre el tamaiio de los esferoides.

Células LMO05e cotransfectadas con pCMVB+pCMVtk 6 pCMVp solo (como control) y cultivadas en
esferoides fueron incubadas a partir del dia 1 6 del dia 8 post-transfeccidén con las concentraciones de
GCV indicadas durante 10 dias y luego tefiidas con X-Gal. Se fotografiaron alicuotas de las suspensiones
de esferoides utilizando un microscopio invertido de contraste de fase.
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El efecto bystander requirié contacto fisico entre células y proliferacion celular

Se supone que la potencia del efecto bystander asociado al sistema
HSVikIGCV se intensifica por el contacto fisico entre las células [79]. La organizacion
tridimensional de las células tumorales en esferoides se basa en células muy préximas
entre si, con un mayor numero de interacciones célula-célula que los cultivos en
monocapa. Por lo tanto, seria légico esperar un mayor efecto bystander en esferoides
con respecto a monocapas. Sin embargo, la geometria tridimensional no sélo no
aumenté sino que disminuyé el efecto bystander.

Para investigar este aspecto, se compararon las curvas de sobrevida al GCV
de monocapas sembradas a tres densidades celulares diferentes, de manera de
obtener cultivos con distintos grados de contactos intercelulares. Al cocultivar en
monocapa células LM05e, LM3 y B16 transfectadas con Bgal con sus repectivas
contrapartes /tk a distintas densidades celulares, se observd un marcado efecto
bystander en la densidad intermedia, en la cual la mayoria de las células estan en
contacto entre si (Fig. 13). Por el contrario, cuando estas células fueron cultivadas a
baja densidad, el efecto bystander fue mas débil, aunque significativo. Esto indicaria
que el efecto bystander requiere una estrecha proximidad o bien un contacto directo
entre células que expresan HSVtk y células vecinas. Sin embargo, cuando el cocultivo
se realizé a una mayor densidad celular, con un alto grado de contactos célula-célula,
el efecto bystander no mejord. En esta ultima condicion, la efectividad del sistema
HSVtk/IGCV, dependiente del ciclo celular, podria verse limitada por una disminucion

de la fraccién de células en proliferacion en el cultivo a alta densidad [64].

Los mediadores apoptoticos resultaron regulados diferencialmente en

monocapas y esferoides

Para investigar si existe una correlacion entre la muerte celular inducida por el
sistema HSVtk y los cambios en los niveles de proteinas intracelulares pro- y
antiapoptéticas como Bax y Bcl-xL, se midieron los niveles de dichas proteinas en
monocapas y esferoides tratados con GCV 10 ug/ml, mediante Western Blot (Fig. 14).

Un aumento en los niveles de Bax y una disminucién en los de Bcl-xL luego del
tratamiento con GCV apoyan la mayor sensibilidad al GCV de las monocapas
LMO5e/tk y B16/tk con respecto a sus respectivos esferoides, en los que el GCV
aumentd los niveles de ambas proteinas (LM05e) o no los modificé (B16). En el caso

de LM3, un aumento en Bax inducido por GCV similar en monocapas y esferoides, sin
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FIGURA 13: Efecto de la densidad celular en monocapas sobre la sensibilidad al GCV.

Sensibilidad de diferentes proporciones de células LM05e, LM3 y B16 que expresan HSVtk é Bgal. Curvas
de dosis-respuesta al GCV de células cultivadas en monocapas sembradas a distintas densidades
celulares (células/cmz): 10* (a); 2 x 10* (b); 4 x 10* (c). Los resultados fueron expresados como media +

s.e.m. de 4 experimentos independientes.
Relaciones células tk/células p: (m) 100/0; (e) 75/25; (#) 50/50; (m) 25/75; (e) 0/100
Valores de p para GCV 10 pg/ml:

TK/Bgal LMO05e LM3 B16

(a) TK vs Bgal vs TKvs Bgal vs TK vs Bgal vs
75/25 n.s. p<0.001 p<0.001 p<0.001 n.s. p<0.001
50/50 p<0.01 p<0.001 p<0.001 p<0.001 p<0.01 p<0.001
25/75 p<0.001 p<0.001 p<0.01 p<0.05 p<0.01 p<0.001
0/100 p<0.001 p<0.001 p<0.001

(b)

75/25 n.s. p<0.001 n.s. p<0.001 n.s. p<0.001
50/50 n.s. p<0.001 n.s. p<0.001 n.s. p<0.001
25/75 n.s. p<0.001 p<0.01 p<0.001 p<0.001 p<0.001
0/100 p<0.001 p<0.001 p<0.001

(c)

75/25 n.s. p<0.01 n.s. p<0.001 n.s. p<0.001
50/50 n.s. p<0.01 n.s. p<0.001 p<0.01 p<0.001
25/75 n.s. p<0.01 p<0.05 p<0.01 p<0.001 p<0.001
0/100 p<0.001 p<0.001 p<0.001
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cambios en Bcl-xL, podria explicar la similitud en monocapas y esferoides de esta

linea celular en cuanto a su sensibilidad al GCV y efecto bystander [80,81,82].

LMO5e

monolayer | spheroids

Sal |GCV  Sal | GGV

LM3 B16
monolayer | spheroids monolayer | spheroids
Sal | GCV  Sal | GCV Sal |GCV Sal |GCV
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FIGURA 14: Modulacion de la expresion de Bax y Bcl-XL en monocapas y esferoides.

Analisis por Western Blot de los niveles de Bax y Bcl-XL en células LM05e, LM3 y B16 lipofectadas con
HSVtk, cultivadas en monocapas o en esferoides y tratadas con solucion salina (sal) o con GCV 10 ug/ml.
Debajo se muestran los controles de expresion constitutiva de actina. Se obtuvieron resultados similares

en tres experimentos independientes.
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LOS ESFEROIDES TUMORALES SERIAN OPTIMOS MODELOS PARA EL
ESTUDIO DE LA EXPRESION Y TERAPIA GENICA

Los cultivos en monocapa y los esferoides representan dos modelos tumorales
experimentales muy distintos. En comparacion a las monocapas convencionales, las
células cultivadas en agregados tridimensionales reflejan mas adecuadamente
muchas de las caracteristicas de los tumores in vivo. Las mismas incluyen contactos
intimos célula-célula, microambiente celular, poblaciones celulares crénicamente
hipdxicas, forma celular esférica, modificaciones en la cromatina y duraciones del ciclo
celular; todo lo cual puede afectar la expresion génica y el comportamiento biolégico
[2,6,18,83].

En este trabajo se demuestra que las células tumorales cultivadas en
esferoides proveen un medio para lograr una expresion de un transgén fuertemente
aumentada y persistente, y que la alta expresién del transgén se correlaciona con el
grado de compactacién de los esferoides. Hasta donde sabemos, esta expresion
persistente de un transgén in vitro a partir de vectores no virales no ha sido
demostrada previamente. Todos los plasmidos evaluados aumentaron la expresién del
transgén en esferoides. Entonces, la razén principal para la expresion aumentada de
un transgén heterélogo debera ser buscada en ciertas propiedades especificas que
parecen estar optimizadas en células que crecen en agregados tridimensionales,
respecto de células en monocapa: i) la forma nuclear especifica, ii) la conformacion y
empaquetamiento del ADN, iii) la accesibilidad y composicién de los factores de
transcripcion, iv) la activacion transcripcional/post-trasncripcional, y v) la incrementada
sintesis de proteinas [76,83].

La propiedad mas llamativa de los esferoides fue que la expresiéon del gen
indicador se mantuvo durante toda la vida del esferoide y parece ser independiente de
la integracion del plasmido al genoma del huésped. Las diferencias significativas en
las actividades generadas por diferentes construcciones observadas al dia 8
convergieron hacia valores bajos similares luego de 30-60 dias de incubacion,
indicando que mas alla del promotor usado, la configuracién tridimensional es la
principal responsable de la expresion génica a largo plazo. Es importante sefialar que
la expresion del transgén en esferoides a los 75 dias no soélo fue detectable sino que
fue similar a la de monocapas a los 8 dias en todas las lineas celulares evaluadas.

Al menos cuatro procesos parecen ser criticos para la expresion eficiente y

sostenida de un transgén heterdlogo en esferoides. Primero, la capacidad de retencion
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nuclear del ADN transfectado de las células del esferoide. Segundo, una menor
disminucién en el porcentaje de células transfectadas por dilucion del plasmido
durante la lenta replicacion de los esferoides. Tercero, la lenta pérdida del transgén
debida a la destruccion por nucleasas o al traslado a compartimientos no nucleares.
Cuarto, una baja atenuacién de la funcién del promotor, que llevaria al silenciamiento
de la expresion del transgén.

Hasta el presente, la busqueda de una expresion eficiente y duradera de un
transgén, sin que medie la integracién del mismo, se ha focalizado en la construccion
de vectores persistentes o replicativos mediante el agregado de determinadas
secuencias virales, como por ejemplo EBNA-1/oriP de EBV. En este trabajo se
demuestra que en esferoides el promotor CMVie es capaz de lograr este objetivo sin
necesidad de adicionar secuencias de origen viral cuya inocuidad no esta asegurada.

Dos preguntas surgen de nuestros datos: ¢ Cuan significativo seria el efecto de
la configuracion espacial en la expresion de un transgén in vivo, donde las células
diferenciadas ensambladas en tres dimensiones presentan bajas tasas de replicacién
y pueden permanecer metabdlicamente activas durante periodos muy largos? ¢ Podria
la transferencia genética no viral y no integrativa ser util para aplicaciones particulares
de la terapia génica que necesitan de la expresion de un trangén a mediano plazo?

El mensaje mas positivo que emerge de este trabajo es que la configuracion
tridimensional es la principal responsable de la expresion génica a largo plazo. Los
esferoides multicelulares tumorales, que reflejan mas estrechamente a los tumores
sélidos y micrometastasis in vivo, constituyen un modelo experimental realista para
investigar muchos de los aspectos de la biologia tumoral. Por lo tanto es plausible
especular que la expresion alta y persistente de un transgén puede ser lograda por
medio de transferencia genética no viral en tumores in vivo. Esto fue confirmado por el
hecho de que cinco lineas celulares con pocos repiques en cultivo derivadas de
melanomas caninos espontaneos formaron esferoides que expresaron pCMVp 3 a 6
veces mas eficientemente que sus respectivas monocapas durante los primeros 15
dias post-lipofeccion transitoria (datos no mostrados). Contrariamente, resultados
preliminares sugieren que el incremento en la expresion observado en esferoides
tumorales no ocurrié en la linea celular no tumoral VERO, de rifion de mono [ATCC
#CCL 81], que mostré niveles de actividad PBgal similares en esferoides y en
monocapas (19.5 + 3.3 y 25.3 + 4.5 mU/mg proteina, respectivamente, n=13) durante
los primeros 15 dias post-lipofeccion transitoria.

Por otra parte, este trabajo demuestra por primera vez que las células

transfectadas con HSVik y cultivadas en esferoides presentan un fenotipo
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relativamente resistente al GCV al compararlas con las mismas células creciendo en
monocapas. Sin embargo, a pesar de la resistencia relativa de los -cultivos
tridimensionales al sistema HSVtk/GCV con respecto a sus respectivas monocapas,
en las tres lineas celulares evaluadas los esferoides transfectados con HSVtk fueron
significativamente mas sensibles al GCV que sus contrapartes transfectadas con Bgal,
lo que apoya la factibilidad de esta estrategia suicida in vivo.

Esta resistencia ocurre a pesar de la mayor expresion de transgenes
observada en esferoides y no parece ser consecuencia directa de una baja
penetracién del GCV al interior de los esferoides, sino de otros mecanismos que
darian lugar a un menor efecto bystander. La resistencia relativa de los esferoides al
GCV dependeria de: (i) el origen de las células tumorales; (ii) la eficiencia de la
transferencia genética y de la expresion del transgén HSVik; (iii) el estado proliferativo
de las células de los esferoides; (iv) la comunicacion via uniones gap; y (v) los
cambios en el reostato intracelular Bax/Bcl-xL de la apoptosis mediada por
mitocondrias.

Estudios posteriores de los mecanismos moleculares y mediadores
intercelulares que podrian involucrar sensibilidad o resistencia a la citotoxicidad
inducida por HSVtk/GCV, como (i) expulsién activa de GCV mediante mecanismos
celulares especificos (como la resistencia a multidrogas), (ii) deprivacion transitoria de
oxigeno y/o nutrientes, que lleva a apoptosis tardia [84] y (iii) desarrollo de una nueva
forma de resistencia a la muerte conocida como resistencia multicelular (MCR),
exclusiva de las estructuras tridimensionales [5], son imperativos para resolver este
rompecabezas.

Los esferoides de la linea celular LMO5e constituyen un modelo de estudio muy
interesante ya que son considerablemente sensibles al sistema HSVik/GCV a pesar de
tener una muy baja tasa de crecimiento. Los altos niveles de expresion de transgenes
de estos esferoides podrian contrarrestar parcialmente esta baja tasa de replicacion.
Pero el posible pasaje de GCV fosforilado de una célula a otra no puede explicar por si
mismo la muerte de una alta proporcién de células no replicativas, ya que se supone
que el mecanismo del GCV necesita de la replicacion del ADN [80,85,86]. Entonces, la
efectividad del efecto bystander en el sistema HSVtk/GCV podria no estar restringida a
su capacidad de matar células en division activa y sugiere la participacion de
mediadores adicionales de muerte celular. Otros factores solubles liberados al espacio
extracelular o pequenas moléculas proapoptoticas (<1000 Da) que difunden o que se
transfieren a través de uniones gap desde células moribundas a células vecinas,

podrian estar involucrados en el efecto bystander [82,87,88]. Se ha informado que las
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mitocondrias son amplificadores de la apoptosis inducida por HSVik/GCV, por
regulacion tanto de la fase de iniciacién como la fase efectora de la apoptosis [81,82].
Los radicales libres mitocondriales, como los radicales del oxigeno altamente reactivos
o el oxido nitrico, podrian eventualmente difundir o pasar a células tumorales
adyacentes no modificadas, produciendo dafio oxidativo [82,87]. Estos eventos
llevarian a mecanismos de amplificacién en los que sélo unas pocas células que
expresan HSVtk podrian destruir el esferoide completo, sugiriendo la factibilidad del
sistema HSVtk/GCV para algunos tumores in vivo de lento crecimiento.

Es sumamente interesante notar que la sensibilidad de los esferoides al
sistema HSVtk/IGCV es muy similar a la de los tumores in vivo. El tratamiento con GCV
10 pug/ml reduce el tamafio de los tumores LM3 y B16 (generados por inyeccién
subcutanea de células en ratones Balb/c y C57, respectivamente) en un 60-70%. El
porcentaje de muerte celular por tratamiento de esferoides de las mismas lineas
celulares, transfectados con HSVik e incubados con GCV 10 ug/m, fue el mismo.

En conjunto, nuestros datos sugieren que la sensibilidad in vitro al GCV vy el
efecto bystander de células lipofectadas transitoriamente con el gen HSVik es
inherente a cada tumor individual; y que los resultados obtenidos en cultivos en
monocapas pueden no predecir el éxito del tratamiento. Entonces, la evaluacion del
tratamiento HSVikK/GCV puede requerir muestras de cada tumor cultivadas como
esferoides, que representan mas cercanamente la situacion in vivo. La relevancia
bioldgica y clinica de estas observaciones queda por ser determinada. Por lo tanto, el
proximo paso es evaluar cuan generalizable es este efecto en células humanas
tumorales y no tumorales de varias histologias.

Si la expresién aumentada y persistente de un transgén es caracteristica de los
esferoides tumorales, la posibilidad de una terapia génica dirigida en la que las células
tumorales expresan niveles mas altos del gen introducido que el tejido normal queda
abierta. Ademas, si luego de la transferencia genética ocurre un evento de integracién
de baja probabilidad, éste no contribuiria significativamente en la expresién del
transgén.

La expresion eficiente, especifica de tejido y a largo plazo es uno de los
principales objetivos en el desarrollo de nuevas estrategias en terapia génica. Todas
estas observaciones alientan la implementacion de estrategias no virales para la
introduccion de genes terapéuticos en tumores, en las que se requiere la expresion

alta y duradera de un gen.

7



CONCLUSIONES



A modo de resumen, a partir de todo expuesto en el presente trabajo se puede

concluir que:

e Las caracteristicas generales de los esferoides en cuanto a morfologia,
metabolismo y crecimiento son muy variables, dependen estrechamente de la linea
celular a la que pertenecen y se asemejan a los tumores in vivo de los que derivan.

o Los esferoides expresan transgenes lipofectados mucho mas eficientemente que
sus respectivas monocapas.

e La expresion de transgenes en esferoides decae mas lentamente que la de
monocapas, independientemente del plasmido utilizado, y persiste durante mas de
75 dias con niveles significativos.

o El efecto intensificador de la expresion observado en esferoides es maximo
cuando el transgén se encuentra dirigido por el promotor CMVie.

e El agregado de las secuencias EBNA-1 y oriP de EBV en el vector aumenta la
expresion del transgén solo en células humanas HEp-2.

e La delecion de 325 pb del extremo 5' del promotor CMVie inhibe mas de un 95% la
expresion del transgén, y su reemplazo por 4 secuencias de unién a myc-max (67
bp) o por una secuencia consenso KCS (18 bp) la restaura parcialmente (hasta
60% y 25% respectivamente).

e Los niveles de expresion de los distintos plasmidos en esferoides tienden a confluir
a partir de los 30 dias post-transfeccion.

o Elaumento en la expresion se revierte cuando los esferoides son desensamblados
y transformados en monocapas, lo que confirma que dicho aumento depende
estrictamente de la configuracion espacial.

e El aumento en la expresion no es consecuencia de la integracién de los vectores
en el genoma celular. Los mismos persisten en forma episomal.

e En el caso de células transfectadas establemente, el efecto de la configuracion
tridimensional del cultivo es opuesto al observado en transfecciones transitorias: la
expresion en esferoides es menor que la de monocapas y cae rapidamente.

o Los esferoides transfectados con HSVik son significativamente mas sensibles al
GCV que sus contrapartes transfectadas con Bgal, lo que apoya la factibilidad de
esta estrategia suicida in vivo.

e El tratamiento con el sistema HSVtk/GCV disminuye el tamafio de los esferoides, lo
que concuerda con el hecho de que las células proliferativamente activas se

encuentran en las capas mas externas.
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Los esferoides son entre 3 y 16 veces menos sensibles al sistema HSVtk/GCV que
sus respectivas monocapas, y presentan un menor efecto bystander.

Los esferoides de las tres lineas evaluadas muestran sensibilidades similares al
GCV 10 ug/ml, a pesar de sus diferentes comportamientos en monocapas.

Los esferoides con baja tasa de replicacion celular muestran un efecto bystander
mayor a lo esperado, indicando la participacion de elementos adicionales en la

propagacién de la muerte celular.
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