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RESUMEN

El melanoma maligno es un tipo de cancer a la piel de baja incidencia, pero elevada tasa de
mortalidad, por ello continta la busqueda de terapias complementarias para su tratamiento. La viroterapia
antitumoral aprovecha la destruccion celular que producen algunos virus durante su ciclo infectivo, para
eliminar las células tumorales. Sin embargo, a pesar de los promisorios resultados, esta terapia produce
efectos adversos debido a la utilizacién de virus activos. El uso de proteinas virales, como las proteinas
de fusion viral, han sido evaluadas como una alternativa en diversas estrategias antitumorales, ya que
inducen la formacién de sincicios altamente inestables que llevan a una muerte celular capaz de activar a
células el sistema inmune in vitro. Sin embargo, la expresion intratumoral de este tipo de proteinas y su

efecto modulador en una respuesta inmune antitumoral in vivo, ain no se ha estudiado en detalle.

En este estudio, se evalud y caracterizé el efecto de la expresion de la proteina de fusién del virus
respiratorio sincicial humano (hRSV), del reovirus aviar (ARV) y del virus de la anemia infecciosa del
salmén (ISAV) en células de melanoma murino. Se sintetizaron nanoparticulas homogéneas utilizando
quitosano y vectores de expresion para las proteinas ARV-p10 (NP-ARV) e ISAV-F (NP-ISAV). La
expresion de ambas proteinas mediante la transfeccién con nanoparticulas in vitro produjo la formacion de
sincicios a las 48 horas post-transfeccion, y un efecto citotoxico a las 120 horas en el caso de NP-ARV y

a partir de las 48 horas post-transfeccion para NP-ISAV.

El tratamiento intratumoral de tumores de melanoma con NP-ARV y NP-ISAV indujo un retraso en
el crecimiento tumoral e incluso casos de regresion completa del tumor, ademas de un aumento de
linfocitos Th1 sistémicos para NP-ARV. Resultados similares fueron obtenidos tras el tratamiento

intratumoral con una suspension de quitosano (CH), sugiriendo un papel inmunomodulador antitumoral.

Por lo tanto, en melanoma murino 1)- la expresion de ARV-p10 e ISAV-F utilizando nanoparticulas
de quitosano como método de transfeccion produce la muerte celular mediada por la formacién de sincicios
in vitro y 2)- el tratamiento intratumoral con CH, NP-ARV y NP-ISAV produce un control del desarrollo del

tumor, posiblemente mediado por una respuesta inmune antitumoral de tipo Th1.
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ABSTRACT

Malignant melanoma is a type of skin cancer with low incidence, but a high mortality rate. Therefore,
the search for complementary therapies for its treatment continues. The antitumor virotherapy takes
advantage of the cellular destruction that some viruses produce during their infective cycle, to eliminate the
tumor cells. However, despite the promising results, this therapy produces adverse effects due to the use
of active viruses. The use of viral proteins, such as viral fusion proteins, have been evaluated as an
alternative in various antitumor strategies, since they induce the formation of highly unstable syncytia that
lead to cell death capable of activating the immune system cells in vitro. However, intratumoral expression
of this type of proteins and its modulating effect on an antitumor immune response in vivo has not yet been

studied in detail.

In this study, the effect of expression of fusion protein of human respiratory syncytial virus (hRSV),
avian reovirus (ARV) and infectious salmon anemia virus (ISAV) on murine melanoma cells was evaluated
and characterized. Homogeneous nanoparticles were synthesized using chitosan and expression vectors
for the ARV-p10 (NP-ARV) and ISAV-F (NP-ISAV) proteins. The expression of both proteins by transfection
with nanoparticles in vitro produced the formation of syncytia at 48 hours post-transfection, and a cytotoxic

effect at 120 hours in the case of NP-ARV and after 48 hours post-transfection for NP-ISAV.

Intratumoral treatment of melanoma tumors with NP-ARV and NP-ISAV induced a delay in tumor
growth and even cases of complete regression of the tumor, in addition to an increase in systemic Th1
lymphocytes for the case of NP-ARV. Comparable results were obtained after intratumoral treatment with

a suspension of chitosan (CH), suggesting an antitumor immunomodulatory role.

Therefore, in murine melanoma 1)- the expression of ARV-p10 and ISAV-F using chitosan
nanoparticles as transfection method produces cell death mediated by the formation of syncytia in vitro and
2)- the intratumoral treatment with CH, NP-ARV and NP-ISAV produce a control of tumor development,

possibly mediated by a Th1 type antitumor immune response.
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INTRODUCCION

1. Melanoma.

El cancer es un problema de salud publica a nivel mundial, donde en Chile es la segunda
causa de muerte por enfermedades no transmisibles que es liderada por las patologias
cardiovasculares (©OMS|Cancer. 2014). De los tipos de cancer que afectan a la piel, el melanoma
maligno es el causante del 75% de las muertes a pesar de corresponder solo al 1% de los casos
diagnosticados dentro de esta categoria (American Cancer Society. 2016). Este cancer se origina
en los melanocitos, los que corresponden a las células productoras de pigmento (melanina) que
se localizan en distintas zonas de nuestro organismo. Este cancer posee una mayor incidencia
en piel y en menor medida en zonas como el tracto gastrointestinal, ojos, pulmones y mucosa
genital y oral (Ethesda. 2017). El melanoma se clasifica en cinco estadios generales (0, I, II, lll y
IV) que dependen del grosor del tumor (escala de Breslow), presencia de ulceracién, existencia
de diseminacion del tumor a los ganglios linfaticos cercanos y a zonas del cuerpo distantes, es
decir metastasis (Ethesda. 2017). Estos parametros fisicos (localizacion y estadio) sumados a
parametros fisioldgicos y genéticos, como los niveles de Lactato Deshidrogenasa en sangre
(indicador de progreso de la enfermedad) y el tipo de mutacién génica presente en los
melanocitos, ademas del estado de salud general del paciente, son determinantes en la prognosis
y el tipo de tratamiento a utilizar (Buchbinder y Flaherty. 2016; Ethesda. 2017). La escision
quirurgica seguida por radioterapia y quimioterapia se encuentra entre los principales tratamientos
de eleccién, sin embargo, dada su baja eficiencia en estadios avanzados, son actualmente
complementados con tratamientos de terapia dirigida e inmunoterapia. Un ejemplo de terapia
dirigida corresponde al uso de inhibidores de la via MAPK/ERK, cuya sobre activacion es crucial
en la proliferacion y metastasis de las células de melanoma. La inhibicién de esta via no siempre

es efectiva, debido a que puede llevar a su propia hiperactivacion paradodjica o incluso a la



activacion de vias alternativas, que pueden provocar el desarrollo de neoplasias secundarias
(Burotto, Chiou, y cols. 2014; Rozeman, Dekker, y cols. 2017). Por otra parte, el uso de
tratamientos de inmunoterapia basados en la induccién de la respuesta inmune mediante el
tratamiento con citoquinas recombinantes como Interleuquina 2 (IL-2) e Interferén-a (IFN-a)
producen la proliferacion inespecifica y la accion de linfocitos que regulan negativamente el
desarrollo del tumor. Sin embargo, este tratamiento se asocia a efectos secundarios, como fiebre,
escalofrios, fatiga, mialgias, deterioro psicocognitivo y eventos autoinmunes (Eggermont y
Schadendorf. 2009; Bhatia, Tykodi, y cols. 2009; Garbe, Eigentler, y cols. 2011). Otra estrategia
utilizada se basa en el uso de anticuerpos contra puntos de control inmunitarios, con el objetivo
de regular la activacién o inactivacién de una respuesta inmune efectora. Se han utilizado por
ejemplo, anticuerpos que bloquean la interaccién entre receptores CTLA-4 y PD-1 (presentes en
la superficie de los linfocitos T) y sus ligandos B7 (presentes en células presentadoras de
antigenos) y PD-L1 y PD-L2 (presentes en células inmunes y no inmunes, como células de
melanoma), respectivamente, los cuales actian inhibiendo la activacion y accién efectora de los
linfocitos (Buchbinder y Desai. 2016). A pesar de poseer una tasa de respuesta global de 11-19%
(anti-CTLA-4) y de 40-44% (anti-PD-1), estos tratamientos resultan téxicos e incluso fatales, en
un namero considerable de los pacientes tratados (Rozeman, Dekker, y cols. 2017). Debido a la
amplia diversidad de respuesta frente a los distintos tratamientos, la busqueda de nuevas drogas
o tratamientos contra el melanoma resulta necesaria. Es por ello que desde el afio 2007 existe la
Alianza de Investigacion de Melanoma (MRA) enfocada en la busqueda de herramientas de
prevencion, diagndstico, estadificacion y tratamiento del melanoma (Melanoma Research

Alliance. 2017).

2. Uso de proteinas de fusion viral como tratamiento antitumoral.

En los ultimos anos, la Viroterapia ha sido utilizada para el tratamiento de diversos tipos de

cancer. Esta se basa en la destruccién celular que producen algunos virus durante su ciclo



infectivo (Vile, Ando, y cols. 2002). Una de las principales problematicas asociadas a esta terapia
es la necesidad de utilizar virus completos y activos lo que genera una elevada inmunogenicidad
e inespecificidad en la infeccion, transforméandola en una terapia riesgosa. Estas complicaciones
han llevado al desarrollo de estrategias basadas en la expresion de proteinas en la superficie viral
o el uso de promotores especificos de células tumorales que aseguren el oncotropismo,
convirtiéndola en una terapia técnicamente compleja y de alto costo (Singh, Doley, y cols. 2012;

Pol, Bloy, y cols. 2013).

Un mecanismo de citotoxicidad viral se asocia a la expresion de proteinas con actividad
fusogénica en el hospedero, cuya accion lleva a la formacion de células multinucleadas (sincicios)
altamente inestables (Avendafo y M. Ferrés. 2011). En el caso de virus envueltos, estas proteinas
se clasifican como glicoproteinas fusogénicas de membrana (FMGs). Las FMGs se localizan en
la membrana de la envoltura viral y median la entrada del virus a la célula por fusion entre esta
membrana y la membrana celular, o entre la membrana viral y la membrana endosomal si la
actividad de la proteina depende de una disminucién de pH (White, Delos, y cols. 2009). En
algunos casos durante la replicacién viral, la expresién de proteinas de fusion en la membrana
celular, previo a la formacion de la particula viral, produce la fusién de la célula infectada con
células vecinas y con ello la consecuente formacion de sincicios (White, Delos, y cols. 2009). De
este modo, se ha planteado la utilizacién de sélo estas proteinas fusogénicas como alternativa al
uso de virus completos para inducir la formacién de sincicios y la consiguiente destruccion de las
células tumorales. En modelos tumorales humanos de hepatocarcinoma, melanoma y
fibrosarcoma in vitro, la expresion de la proteina de fusion del Virus de la Leucemia del mono
Gibon (GALV-F) produce muerte celular mediada por la formacion de sincicios y la liberacion de
vesiculas extracelulares tipo exosomas, llamados sinciciomas (Higuchi, Bronk, y cols. 2000;
Bateman, Bullough, y cols. 2000; Bateman, Harrington, y cols. 2002). De forma similar, el
tratamiento intratumoral en ratones inmunodeficientes que portan tumores derivados de
carcinoma de pulmdén humano, con los genes que codifican la proteina GALV-F o la proteina F

del retrovirus W endégeno humano (HERV-W), muestra un importante retraso en el crecimiento
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tumoral (Lin, Salon, y cols. 2009). Los sinciciomas liberados in vitro por células de melanoma
humano (Mel888 y Mel624) que expresan la proteina GALV-F actidan como fuente antigénica
tumoral, activando linfocitos T CD8+ mediante presentacion cruzada de gp100, un antigeno
asociado a melanoma y expresado en dichas lineas celulares (Bateman, Harrington, y cols. 2002).
En conjunto, estos antecedentes respaldan la idea de que la expresion de proteinas de fusién
viral en células tumorales provocaria la muerte de estas por medio de la formacién de sincicios,
y la posterior liberacion de sinciciomas cargados con antigenos tumorales, lo que provocaria la
activacion del sistema inmune llevando a la induccién de una respuesta inmune antitumoral

(Bateman, Harrington, y cols. 2002; Zhu, Yang, y cols. 2014).

Con la idea de buscar nuevas alternativas a las proteinas de fusion viral ya existentes, en
nuestro laboratorio se ha evaluado la accion fusogénica in vitro de proteinas de fusién viral de
diversos virus. Una de ellas es la proteina de fusién del virus respiratorio sincicial humano (hRSV-
F). hRSV-F forma parte de la particula viral ubicandose en la envoltura del virus y es necesaria
para la entrada del virus a la célula mediante su unién al receptor celular. Esta unién, produce su
activacion que lleva a la fusién entre la membrana viral y la celular, liberando el contenido del
virus al citoplasma (Griffiths, Drews, y cols. 2017). Esta proteina es una FMG clasificada como
una proteina de fusion de tipo |, sintetizada como un precursor inactivo que requiere de un corte
por una proteasa celular, necesario para su posterior activacion (Colman, Lawrence, y cols. 2003).
Como miembro de este grupo de proteinas de fusién, posee una secuencia hidrofébica, conocida
como péptido de fusion (FP) ubicado en la regidon amino terminal, el cual es insertado en la
membrana blanco para iniciar el acercamiento de las membranas facilitando su fusion (Harrison.
2015). En etapas posteriores del ciclo infectivo, la proteina hRSV-F es transportada a la superficie
celular para el ensamblaje de las nuevas particulas virales. Desde aqui puede fusionar la
membrana de la célula infectada con la de células adyacentes dando lugar a la formaciéon de

sincicios que aumentan la difusion horizontal de la infeccién (Walsh y Hruska. 1983).

Un segundo candidato, es la proteina de fusion del virus de la anemia infecciosa del



salmoén (ISAV-F). Esta corresponde a una proteina estructural ubicada en la envoltura del virus
asociada a la proteina Hematuglinina-esterasa (HE), encargada del reconocimiento del receptor
en la célula blanco necesario para iniciar la infeccion. La unién del virus a la célula gatilla que la
particula viral sea internalizada en endosomas, donde en respuesta a una disminucién de pH
local, la proteina ISAV-F media la fusién de la membrana viral con la endosomal, liberando el
contenido viral al citoplasma (Eliassen, Frgystad, y cols. 2000). La adicién de tripsina al medio de
cultivo durante la replicacién de ISAV ha demostrado tener un efecto beneficioso en la produccién
de particulas virales infectivas (Falk, Namork, y cols. 1997), sugiriendo que la replicacion de ISAV
depende de una activacién proteolitica extracelular para ejercer infectividad. Esto radica en el
hecho de que la proteina ISAV-F al igual que hRSV-F, corresponde a una proteina de fusion de
membranas de tipo |, por lo que requiere de un corte proteolitico previo a su activacion por una
disminucién de pH (Aspehaug, Mikalsen, y cols. 2005). Su mecanismo de fusion es propio de las

proteinas de su categoria, como el descrito para la proteina hRSV-F.

Una tercera proteina, llamada p10, es codificada en el genoma del reovirus aviar (ARV),
un virus que carece de envoltura. La proteina ARV-p10 corresponde a una proteina no estructural
expresada y transportada a la membrana de la célula infectada en etapas tardias del ciclo viral
en una topologia de tipo 1, es decir, un dominio central hidrofébico transmembrana que separa
dos dominios de igual tamafo: ectodomio y endodomino (Shmulevitz y Duncan. 2000). Su funcién
es producir la fusion de la membrana de la célula infectada con la membrana de las células
vecinas, aumentando la tasa de propagacién horizontal del virus (Duncan, Chen, y cols. 1996;
Bodeldn, Labrada, y cols. 2002). Su accién fusogénica la clasifica como una proteina pequefia de
membrana asociada a fusion (FAST, Fusion-Associated Small Transmembrane) (Ciechonska y
Duncan. 2014), la cual no necesita de un proceso de activacion previo (disminucién de pH o unién
a receptor) para mediar la fusién celular, debido a que se expresa en la membrana celular en una
conformacion activa. Esto se debe a que el péptido hidrofébico (HP; analogo a FP) se encuentra
expuesto y libre para ser insertado en la membrana blanco dando inicio a la fusién de las

membranas y a la consiguiente formacion de sincicios (Shmulevitz, Corcoran, y cols. 2004;
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Boutilier, and Duncan. 2011). Finalmente, estos sincicios sufren alteraciones que llevan a su
muerte, liberando la nueva progenie viral favoreciendo la diseminacion de la infeccion a nivel
sistémico (Duncan, Chen, y cols. 1996; Bodeldn, Labrada, y cols. 2002; Salsman, Top, y cols.
2005). Asi, la accién de p10 clasifica a este virus como uno de los pocos virus sin envoltura que
inducen fusién célula-célula y por tanto, capaz de producir la formacién de sincicios (Duncan.

1999).

Estos antecedentes proponen a las proteinas de fusién de hRSV, ISAV y ARV como
candidatas para ser expresadas en tumores, con el fin de generar una muerte celular localizada

mediada por la formacion de sincicios que traduzca en un control del crecimiento tumoral.

3. Sistema inmune y cancer

Diversos estudios evidencian que el sistema inmunolégico es clave para el desarrollo de
una respuesta antitumoral (Dunn, Old, y cols. 2004; Vesely, and Schreiber. 2013). Esto se
respalda por el hecho de que tratamientos con quimioterapéuticos y radioterapia son efectivos
cuando se asocian a una potente induccién de una respuesta inmunolégica (Medler, Cotechini, y

cols. 2015).

Una de las caracteristicas de la inestabilidad genémica de las células cancerigenas es
llevar a la expresion génica aberrante o la expresion de proteinas mutadas que lleva a la
generacion de Antigenos asociados a tumor (AATs) (Paschen. 2009). En el microambiente
tumoral estos AATs son presentados por el complejo mayor de histocompatibilidad de clase |
(MHC-I) de las células tumorales, pudiendo ser reconocidos por el receptor de los linfocitos T
(TCR) del subtipo CD8+, pudiendo en teoria, inducir su accion citotéxica sobre la célula tumoral.
Por otra parte, las proteinas liberadas al medio extracelular por células tumorales viables, muertas
o restos celulares, son endocitadas y procesadas por células presentadoras de antigenos (APCs)
profesionales y presentadas por moléculas de MHC de clase Il a células T CD4+, lo que gatillaria

la accién de células efectoras secretoras de diversas citoquinas que potencian la destruccion
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tumoral (Abbas, Lichtman, y cols. 1999; Hadrup, Donia, y cols. 2013).

Mediante el mecanismo planteado deberia desencadenarse una respuesta inmune
antitumoral, sin embargo, para generar este tipo de respuesta es necesaria la activacion previa
de linfocitos antigeno especificos. Esto se produce cuando células T virgenes que son capaces
de reconocer a un antigeno especifico, pero que no han tenido contacto con el anteriormente,
son activadas por medio de dos sefales (Smith-Garvin, Koretzky, y cols. 2009). La primera
corresponde al reconocimiento del antigeno presentado por las moléculas MHC-I o MHC-II, que
se encuentran en la superficie de las APCs, por los TCR presentes en los linfocitos T CD8+
(citotoxicos) o células T CD4+ (helper), respectivamente (Neefjes, Jongsma, y cols. 2011). La
segunda senal (sefal de coestimulacion) consiste en la interaccién entre una molécula de
coestimulacién como CD28 presente en el linfocito y su ligando B7-1 y B7-2 (también llamados
CD80 y CD86) presente en las APCs (Chen, and Flies. 2013). Ambas sefiales deben ocurrir
simultdneamente, ya que en presencia de la primera pero ausencia de la segunda, las células T
se vuelven anérgicas (no activas) o mueren (Smith-Garvin, Koretzky, y cols. 2009). Debido a que
las células tumorales no expresan moléculas de coestimulacién, pero si moléculas MHC, se
promueve un estado de tolerancia inmunolégica frente antigenos tumorales lo que favorece el

desarrollo del tumor (Thibodeau, Bourgeois-Daigneault, y cols. 2012).

En una eficiente respuesta inmune antitumoral la accion CD8+ citotéxica (CTLs) es crucial,
debido a que destruye directamente las células potencialmente malignas por medio de la
exocitosis de granulos citotéxicos que contienen perforina y granzima o indirectamente a través
de la secrecién de citoquinas, incluido el interferdn y (IFN-y) y el factor de necrosis tumoral (TNF)
(Abbas, Lichtman, y cols. 1999; Durgeau, Virk, y cols. 2018). Por ello, en tumores sélidos como
el melanoma, el nivel de linfocitos infiltrantes de tumor (TIL) de tipo CTLs se asocia directamente
con un mejor pronostico (Peske, Woods, y cols. 2015). Por otra parte, los mecanismos inductores
y reguladores de la respuesta inmune celular mediados por la accién de los linfocitos T CD4+,

dependen de la diferenciacion de estos en subpoblaciones helper (Th1 y Th17, entre otras) o



reguladoras (Treg). La subpoblaciéon Th1 promueve una respuesta inmune antitumoral mediada
por la secrecion de citoquinas como IFN-y e IL-2, que inducen la maduracién de células
dendriticas (DCs) al aumentar la expresion de MHC-1 y Il y promueven la activacion de células T
CD8+ y CD4+ (Knutson, and Disis. 2005; Kennedy, and Celis. 2008; Bailey, Nelson, y cols. 2014).
De forma contraria, la subpoblacion Treg suprime la inmunidad antitumoral por medio de la
secrecion de citoquinas como IL-10 y TGF-B y la expresion constitutiva de CTLA-4, que inhiben
la accion de las APCs y la activacién de linfocitos T, volviéndolos tolerogénicos (Mougiakakos,
Choudhury, y cols. 2010; Bailey, Nelson, y cols. 2014; Tanaka, and Sakaguchi. 2016). Este tipo
celular y su incremento a nivel sistémico, se correlaciona ademas con un mal pronéstico en
pacientes (Mougiakakos, Choudhury, y cols. 2010). Por su parte, los linfocitos Th17 poseen una
accioén controversial, siendo pro o antitumoral dependiendo del tipo de cancer, terapia utilizada y
estimulo al que las células son expuestas durante su activacién (Bailey, Nelson, y cols. 2014). En
melanoma se asocian a una respuesta antitumoral, debido a la secrecion de IL-17A e IL-2 que
promueven el reclutamiento de DCs al tumor, y la activacion y expansién de linfocitos CD8+

(Muranski, Boni, y cols. 2008; Diller, Kudchadkar, y cols. 2016).

Teniendo en cuenta estos antecedentes y, que la proteina de fusion de GALV-F induce la
activacion de la respuesta inmune especifica contra melanoma in vitro, es que en este estudio se
propuso evaluar el efecto de la expresion de proteinas de fusidn viral en tumores de melanoma
murino. Como estrategia de transfeccion se utilizaron nanoparticulas de quitosano (CH),
polisacarido lineal compuesto por distintas relaciones de unidades de D-glucosamina (GlcN) y N-
acetil-D-glucosamina (AcGlcN) unidas por enlaces B(1-4), lo que les confiere diversidad en
cuanto a peso molecular (PM) y porcentaje de GlcN o grado de deacetilacion (%DDA) (Agirre,
Zarate, y cols. 2014). Este polimero es obtenido a partir de la deacetilacion alcalina de la quitina,
polisacarido presente en el exoesqueleto de crustéceos, artropodos marinos, insectos y también
en la pared celular de algunos hongos (Nwe, Furuike, y cols. 2009; Buschmann, Merzouki, y cols.
2013). Debido a sus propiedades biolégicas favorables como biocompatibilidad,

biodegradabilidad, inocuidad y bioadhesividad, ha sido utilizado como excipiente farmacéutico
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para la administracion de diversos farmacos (Rodrigues, Dionisio, y cols. 2012; Lungu, Neculae,
y cols. 2015). Ademas, su carga positiva le permite unir electrostaticamente el DNA de carga
negativa, formando complejos CH/DNA con caracteristicas de nanoparticulas que poseen un nivel
de eficiencia de transfeccion medio y una baja toxicidad tanto in vitro como in vivo, incluso a altas
concentraciones (Kean, and Thanou. 2010; Buschmann, Merzouki, y cols. 2013). Gracias a estas
caracteristicas el CH ha sido estudiado como vector no viral para introducir material genético
foraneo en distintos tipos celulares (Lai, and Lin. 2009; Xu, Wang, y cols. 2010; Buschmann,

Merzouki, y cols. 2013).



HIPOTESIS

La expresién de las proteinas de fusion del virus respiratorio sincicial humano, del reovirus
aviar o del virus de la anemia infecciosa del salmén en células de melanoma utilizando
nanoparticulas de quitosano como método de transfeccién, produce 1)- un efecto citotéxico
mediado por la formacién de sincicios in vitro y 2)- un control del crecimiento tumoral asociado a

la induccion de una respuesta inmune antitumoral in vivo.
OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la expresién de las proteinas de fusion del virus respiratorio sincicial
humano, reovirus aviar y del virus de la anemia infecciosa del salmén, utilizando nanoparticulas
de quitosano como método de transfeccion, sobre la viabilidad celular in vitro y el crecimiento

tumoral in vivo en el modelo de melanoma murino B16.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar la expresién de las proteinas de fusién del virus respiratorio sincicial
humano, reovirus aviar y del virus de la anemia infecciosa del salmén utilizando nanoparticulas

de quitosano como método de transfeccion, en la linea celular de melanoma murino B16.

2. Caracterizar el efecto del tratamiento intratumoral con nanoparticulas de quitosano y
vectores de expresién para las proteinas de fusidn del virus respiratorio sincicial humano, reovirus
aviar y del virus de la anemia infecciosa del salmén, sobre el crecimiento tumoral y las poblaciones

linfocitarias asociadas a una respuesta inmune antitumoral en melanoma murino B16.
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MATERIALES Y METODOS

1. Generacion de nanoparticulas

Se generaron complejos por el método de coacervacion (Sun, Zhang, y cols. 2012) utilizando
quitosano (Sigma, facilitado por la Dra. Silvia Matiacevich, Facultad Tecnoldgica, Universidad de
Santiago de Chile) y el vector pcDNA3.1-GFP. El quitosano utilizado poseia un grado de
deacetilacion entre 75-85% y un bajo peso molecular (50,000-190,000 Da). Se preparé una
solucién de quitosano al 0.25% en acido acético, pH 5.5. A partir de esta se realizé una mezcla
de quitosano y DNA plasmidial (bDNA) en agua MiliQ, la cual se incub6 por 5 min a 55°C y luego
por un minimo de 30 min a temperatura ambiente hasta su utilizacion. Se mantuvo constante la
cantidad de pDNA y se vari6 la cantidad de quitosano (Tabla 1), generando relaciones N/P (grupo
-NHz del CH versus grupo -PO4? del pDNA) de 4, 20, 28 y 40 (Férmula 1, donde PM corresponde

al peso molecular.).

N/P = (ug CH)(PM pDNA/(PM CH)(ug pDNA) Foérmula 1

Tabla 1: Cantidad de pDNA y quitosano utilizada para la generacion de los complejos.

Relacion N/P* 4 20 28 40
Quitosano (ug) 6,1 30,5 42,7 61
pDNA (ug) 2,5 2,5 2,5 2,5

*Para cada relacion N/P el volumen de quitosano y pDNA fue de 100 pl.

2. Caracterizacion de nanoparticulas

Los complejos de quitosano/pDNA previamente sintetizados a las distintas relaciones N/P fueron

caracterizados en base a los siguientes parametros:
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2.1 Encapsulacion del pDNA.

a. Migracion electroforética: se evalué el retardo en la migracion electroforética del pDNA
acomplejado por el quitosano en comparacion al pDNA libre, utilizando un gel de agarosa
al 0.8% en buffer TAE, tefiido con Gel Red (Biotium).

b. Eficiencia de carga: la suspension de los distintos complejos fue centrifugada a 14000 g
por 10 min y se cuantificé el pPDNA presente en el sobrenadante utilizando el equipo Tecan
Infinite 200pro. Se determiné el porcentaje de pDNA acomplejado, en base a la cantidad
de pDNA inicial con que se generaron los complejos (2,5 ug) y a la cantidad de pDNA

presente en el sobrenadante (pDNAsn) segun la siguiente férmula:

% pDNA encapsulado = (2.5 ug — pDNAsn ug)100/(2.5 ug) Foérmula 2

2.2 Parametros fisicos:

a. Tamano: se midi6 el diametro de los complejos en una suspension de 1 ml utilizando el
equipo Zetasizer Nano ZS (Malvern Panalytical, Reino Unido).

b. Carga superficial: se determind el valor del potencial zeta, como medida de la carga
superficial del complejo, utilizando el equipo Zetasizer Nano ZS (Malvern Panalytical, Reino
Unido).

c. Morfologia: se observé la morfologia de los complejos en suspension sintetizados a una
relacibn N/P de 20 y 28, por microscopia de fuerza atémica (AFM) con el Equipo

NanoScope llla Multimode (Digital Instruments, USA).

2.3 Citotoxicidad celular:

a. Viabilidad celular: 3,5x10* células B16 fueron tratadas con los complejos quitosano/pDNA

y se evalud la viabilidad celular mediante ensayo MTT (Sigma-Aldrich, M2128) a las 24, 48
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y 120 horas (Twentyman, and Luscombe. 1987), midiendo la absorbancia a 570 nm
utilizando el equipo Infinite M200 Pro (Tecan, Suiza). El valor de absorbancia de las células

no tratadas (control), fue utilizado como 100% de viabilidad.

2.4 Funcionalidad:

a. Eficiencia de transfeccion: 5x10* células HEK-293 (células embrionarias de riién
humano) y 5x10* células tumorales B16 fueron tratadas con una suspensiéon de los
complejos de quitosano/pcDNA3.1-GFP sintetizados a las distintas relaciones N/P. La
eficiencia de transfeccién se evalu6 por citometria de flujo utilizando el equipo BD Accuri
C6 (BD Bioscience, USA) 48 horas post-tratamiento, determinando el porcentaje de células
positivas para GFP con relacion a células sin tratar. Como control positivo de transfeccion
se utilizé lipofectamina 2000 (Invitrogen, 11668027) y como control negativo el pcDNAS.1-

GFP desnudo.

3. Construccion de vectores con la secuencia codificante de las proteinas de fusion viral.

Las secuencias que codifican para la proteina F del virus sincicial respiratorio humano (hRSV-F),
la proteina p10 del reovirus aviar (ARV-p10) y la proteina F del virus de la anemia infecciosa del
salmon (ISAV-F) insertas en el vector pUC57, fueron subclonadas en el vector de expresion
comercial para células eucariontes pIRES2 (BD Biosciences Clontech, PT3267-5) cuya expresion
génica es comandada por el promotor de citomegalovirus (Pcmy). Para esto, se utilizaron las
enzimas de restriccién EcoRIl y Xhol (Fermentas, FD0274 y FD0694, respectivamente) y la
enzima T4 ligasa (Promega, M1801), bajo las recomendaciones del fabricante. Los productos de
ligacion fueron utilizados para transformar bacterias Escherichia coli (E. coli) Dh5a, las cuales se
sembraron en medio sélido Luria Bertani (LB, MO BIO Laboratories, Inc, 12106-1) con 100 pg/ml
de kanamicina, para la posterior seleccidon de las colonias positivas por PCR utilizando GoTaq

DNA Polymerase (Promega, M7122). Se realiz6 una purificaron plasmidial con Plasmid Mini kit Il
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(E.Z.N.A. OMEGA) a partir de un cultivo liquido de las colonias seleccionadas. Se corrobor6 la
presencia de los insertos por digestion de los plasmidos con las enzimas de restricciéon EcoRl y
Xhol y por PCR utilizando partidores que hibridan en las regiones flanqueantes del sitio de
multiclonamiento del vector (Fw: 5-GGCGGTAGGCGTGTA-3’ y Rv: 5-
CCTCACATTGCCAAAAGACG-3’). Los vectores pIRES-hRSV, pIRES-ARV y plIRES-ISAV
obtenidos fueron utilizados en los analisis posteriores para la expresién de estas proteinas en

células B16 tumorales.

4. Verificacion de la expresion del mRNA por RT-PCR

Se evalu6 la expresiéon del mRNA de las proteinas ARV-p10 e ISAV-F en células B16
transfectadas con nanoparticulas de quitosano conteniendo los plasmidos pIRES-ARV o pIRES-
ISAV sintetizadas en una relacion N/P de 20, mediante RT-PCR convencional. Se utilizé
Lipofectamina (Invitrogen, 11668027) como control positivo de transfeccion. Tras 48 horas se
recolectaron las células y se extrajo el RNA total con Trizol® Reagent (Gibco, 15596026) segun
las recomendaciones del fabricante. Posteriormente, 1 ug de RNA total fue tratado con DNAsa
(RQ1 Dnasa libre de Rnasa Promega, M610A) por 30 min a 37°C, para eliminar las trazas de
DNA residual. Este RNA fue utilizado para la sintesis de cDNA, usando transcriptasa reversa M-
MLV y OligodT15 (Promega, C1101) segun las instrucciones del fabricante. Los transcritos de
cada proteina fueron detectados por PCR con partidores especificos disefiados para cada
secuencia, utilizando como transcrito de expresién constitutiva, el de la enzima Gliceraldehido 3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH) (Tabla 2). El producto obtenido fue observado en un gel de

agarosa al 1%, tefiido con Gel Red (Biotium, 41002).
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Tabla 2: Secuencia de partidores especificos disefiados para la deteccion de transcritos de GAPDH,
ARV-p10 e ISAV-F.

Transcrito Secuencia Tm  Tamano Amplicon
(FW/RV) (5’- 3’) (oc) (pb) (pb)

GAPDH TCGGTGTGAACGGATTTGGC 58.2 20 145
TTTGCCGTGAGTGGAGTCATACTG 58.9 o4

ARV CAGGGTCATGTAACGGAGCTA 56.3 21 143
CAGCAGGAATCCTCCTCCAGC 59.9 1

ISAV ATCGAAGCTTATGGCATTCCTGACTAT 57.9 27 148
CCTGGTGCACTTCGGACG 58.9 18

5. Evaluacion de fusion celular por microscopia confocal:

5.1 Marcaje intracelular.

Células MDCK a una confluencia del 40-60% fueron transfectadas utilizando Lipofectamina 2000
(Invitrogen, 11668027) con 1.6 ug de los plasmidos pIRES-hRSV, pIRES-ARV y pIRES-ISAV, de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Tras 24 horas, las células fueron marcadas con Cell
Tracker™ Green CMFDA (Invitrogen, C7025) y se cocultivaron durante 24 horas en cubreobjetos,
en una relacién 1:1 con células MDCK sin transfectar marcadas con Cell Tracker™ Red CMTPX
(Invitrogen, C34552). Ambos marcajes fueron realizados segln las recomendaciones del

fabricante. Las células fueron observadas por microscopia confocal.

5.2 Marcaje de microfilamentos de actina.

Células MDCK sembradas en cubreobjetos y a una confluencia de 40-60%, fueron transfectadas
utilizando Lipofectamina 2000 (Invitrogen, 11668027) de acuerdo con las recomendaciones del
fabricante, con 0,5 pg de los plasmidos pIRES-hRSV, pIRES-ARV y pIRES-ISAV. Tras 48 horas,
las células fueron lavadas con PBS, fijjadas con para-formaldehido al 1% por 15 min,
permeabilizadas con Triton X-100 0,1% por 5 min, lavadas con PBS (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM,

NazHPO4 10 mM, KH2PO4 1,8 mM, pH 7,4) e incubadas con Phalloidin-Fluorescein isothiocyanate
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(Sigma, P5282-1MG) por 15 min en oscuridad. Posterior a este marcaje, las células fueron
incubadas por 5 min con DAPI 0,5 mg/ml para la deteccion del nicleo. Los cubre objetos fueron
montados en porta objetos con DABCO y se observaron al microscopio confocal LSM 700 Zeiss

(Universidad de Chile).

5.3 Marcaje de membrana celular.

Células B16 sembradas en cubreobjetos y a una confluencia de 40-60%, fueron transfectadas
utilizando Lipofectamina 2000 (Invitrogen, 11668027) de acuerdo con las recomendaciones del
fabricante, con 0,5 ug de los plasmidos pIRES-ARV y pIRES-ISAV o con NPs sintetizadas a una
relacion N/P de 20 conteniendo 2,5 ug de cada uno de los plasmidos. A las 48 horas post-
transfeccion, las células fueron lavadas con PBS e incubadas con la sonda CellMask Orange
plasma membrane stain (Life technologies, C10045) segun las recomendaciones del fabricante,
luego fijadas con para-formaldehido al 3,75% por 30 min a 37°C y finalmente, incubadas con
DAPI 0,5 mg/ml por 5 min. Los cubre objetos fueron montados en porta objetos con DABCO y se

observaron al microscopio confocal LSM 800 Zeiss (Universidad de Santiago de Chile).

6. Inmunocitoquimica para proteina ARV-p10.

Células B16 a una confluencia de 40-60% fueron transfectadas con NPs de quitosano y pIRES-
ARV (relacion N/P de 20) y lipofectamina (Invitrogen, 11668027). A las 48 horas post-transfeccion,
las células fueron lavadas con PBS, fijadas con para-formaldehido al 4% por 10 min,
permeabilizadas con Triton X-100 al 0,1% en PBS por 10 min y bloqueadas con suero de cabra
al 10% en PBS por 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente, se incubd con un suero policlonal
de conejo anti-p10 de ARV (Donado gentilmente por el Dr. Roy Duncan, Dalhousie University,
Nueva Escocia) a una dilucién de 1:500 en suero de cabra al 10% a 4°C durante toda una noche

con agitacion suave. Se realizaron tres lavados con PBS de 10 min cada uno en agitacion suave
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y se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente y en oscuridad con el anticuerpo secundario
de mono anti-lgG de conejo conjugado con Alexa Fluor 546 (LifeTech, A10040) a una dilucién de
1:2000 en suero de cabra al 10%. Se repitieron tres lavados de 10 min cada uno y se incubd 5
min con DAPI 0,5 mg/ml. Finalmente, los cubreobjetos fueron montados en portaobjetos utilizando
Prolong Gold (Invitrogen, P36930). Las muestras fueron visualizadas en el microscopio confocal

LSM 700 Zeiss (Universidad de Chile).

7. Citotoxicidad por expresion de proteinas virales.

Se evalud la viabilidad de 3,5x10% células B16 transfectadas con nanoparticulas de quitosano
conteniendo 2,5 ug de plasmidos pIRES-ARV y pIRES-ISAV a una relacion de N/P de 20 tras 24,
48 y 120 horas post-transfeccién. Para ello, a dichos tiempos se eliminé 3/4 del medio de cultivo,
se agreg6 20 pl de MTT al 0,05% y se incubd a 37°C por 3 horas. Posteriormente, se extrajo el
medio con MTT, se resuspendieron las células en 100 uyl de DMSO y se midi6 la absorbancia a
570 nm con el equipo Infinite M200 Pro (Tecan, Suiza). El valor de absorbancia de células sin

transfectar fue utilizado como valor de 100% de viabilidad.

8. Animales.

Ratones de 8 a 10 semanas de la cepa C57BL/6J tipo silvestre y C57BL/6J FoxP3GFP+
transgénicos que expresan la proteina fluorescente verde (GFP) bajo el control del promotor
Foxp3 en células Treg, fueron obtenidos del Bioterio de la Facultad de Quimica y Biologia de la
Universidad de Santiago de Chile. Los animales fueron mantenidos con alimentacion ad libitum
bajo un ciclo de luz y oscuridad. Los protocolos realizados fueron aprobados por el Comité de

Bioética de la Universidad de Santiago de Chile (Carta N°489).
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9. Induccién de tumor de melanoma y tratamiento.

Se utilizaron suspensiones de células B16 para inducir el desarrollo de tumores en ratones de la
cepa C57BL/6J tipo silvestre y C57BL/6J FoxP3CGFP+ inyectando por via subcutanea (s.c.) en la
zona lumbar 2x10°% células vivas (Desafio). Una vez alcanzado un volumen tumoral de 2.1 mm3
los animales fueron separados en 4 grupos: i)- Sin tratamiento, ii)- CH: tratados con quitosano,
ii)- NP-ARV: tratados con NPs de quitosano + pIRES-ARV vy iv)- NP-ISAV: tratados con NPs de
quitosano + pIRES-ISAV. El tratamiento con CH consistié en la inyeccion intratumoral (i.t.) de 122
Mg de quitosano en 100 pl de PBS. Para los tratamientos con NP-ARV y NP-ISAV esta inyeccién
consistioé en una suspension de nanoparticulas sintetizadas a una relacién N/P de 20 compuestas
por 122 ug de quitosano y 10 ug de plasmido pIRES-ARV o pIRES-ISAV, respectivamente, en
100 pl de PBS. El crecimiento tumoral fue evaluado midiendo el tamafio tumoral utilizando un pie
de metro y calculando el volumen tumoral segin la formula de media esfera (V=2/3nr?, donde v
corresponde al volumen en mm3 y r al radio del tumor en mm). Se utiliz6 como criterio de punto
final un volumen tumoral maximo (VTM) de 260 mm3, momento en el que los animales fueron

sacrificados por dislocacion cervical y procesados para la realizacion de los analisis posteriores.

10. Evaluacion de poblaciones linfocitarias:
10.1 Extraccion de esplenocitos y linfocitos infiltrantes de tumor.

a. Ratones C57BL/6 FoxP3¢FP+, Tras la eutanasia se extrajo el bazo y el tumor de cada
animal. El bazo se disgregd en una rejilla metalica de 100 mesh y posteriormente se
eliminaron los eritrocitos por medio de una lisis diferencial utilizando buffer ACK (NH4CI 155
mM, KHCO3 10 mM, Na2zEDTA 1 mM, pH 7,3) durante 5 min en agitacién suave. En paralelo,
el tumor fue cortado y tratado con Tripsina (HyClone, SH30042.01) en medio RPMI 1640
(Gibco, 31800022), durante 30 min a 37 °C con agitacion constante. Tras esto se eliminaron

los restos tumorales sélidos y la solucién restante, al igual que la obtenida a partir del bazo,
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fue centrifugada a 1600 g por 5 min, descartando el sobrenadante. Los esplenocitos y las
células del tumor, se resuspendieron en medio RPMI 1640 (Gibco, 31800022) con suero fetal

bovino (SFB) al 10% (Biological, DW105804-127-1A).

b. Ratones C57BL/6J tipo silvestre. Tras la eutanasia se extrajo el bazo y el tumor de cada
animal. El bazo fue procesado utilizando el mismo protocolo descrito anteriormente. El tumor
se extrajo y se recibié en una placa con buffer HBSS (Gibco, 24020117) + 5% SFB (Biological,
DW105804-127-1A) en hielo y se disgregé utilizando tijeras. El homogenado fue recolectado
y tratado con 1 mg/ml de colagenasa tipo IV (Sigma, C-5138) y 0.05 mg/ml de DNAsa
(Promega, M6101) por 30 minutos a 37°C con agitacién suave. El extracto digerido fue
tamizado utilizando una malla de 100 mesh y el filtrado fue lavado con HBSS+5% SFB vy
centrifugado a 600 g por 7 minutos a 4°C. El pellet de células obtenido fue tratado con buffer
de lisis de eritrocitos ACK (NH4CI 155mM, KHCO3s 10mM, Na2EDTA 1mM, pH 7,3) por 5 min
a temperatura ambiente. Se repiti6 el paso de lavado y centrifugado, se elimin6 el
sobrenadante y el pellet fue resuspendido en percoll (GE Healthcare, 17-0891-01) al 40% en
HBSS. A esta suspensién se le agregé el mismo volumen de percoll al 70% por debajo de las
células utilizando una pipeta pasteur de vidrio. Se llevé a centrifugacion a 750 g por 20 min a
temperatura ambiente con aceleracién y desaceleracion baja. Luego, se extrajeron los
linfocitos T presentes entre las dos fases formadas tras la centrifugacién, fueron lavados
HBSS+5% SFB y centrifugados a 600 g por 7 minutos a 4°C y finalmente resuspendidos en

medio RPMI 1640 con SFB al 10%.

10.2 Activacion de linfocitos T.

Para la deteccion de las citoquinas intracelulares IFNy e IL17A, 2x108 esplenocitos y linfocitos

infiltrantes de tumor (TIL) fueron previamente activados. Para inducir la sintesis de citoquinas la

activacion se realizé mediante el tratamiento de los linfocitos con 0,25 pM de PMA (Sigma, P1585)

y 1 ug/ml de lonomicina (StemCell, 73722). Simultaneamente se inhibié el transito vesicular, y
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con ello la liberacién de las citoquinas al medio extracelular, por tratamiento con 10 ug/ml de
Brefeldina A (StemCell, 73012). Este tratamiento fue realizado durante 4 horas a 37°C con 5%
de CO2. Como control negativo de activacion se utilizaron células tratadas solo con Brefeldina A

(Nunez, Saez, y cols. 2013).

10.3 Citometria de flujo.

a. Ratones C57BL/6 FoxP3¢FP+: Para el marcaje de los esplenocitos se utilizaron 2x108
células y para las células de tumor 150 pl de la suspensién de células previamente obtenida.
Todos los marcajes se realizaron durante 30 min a 4°C en oscuridad utilizando los anticuerpos
en una dilucion de 1:10 del stock comercial en buffer IF (SFB al 2% en PBS para los
anticuerpos de superficie; y en Buffer de permeabilizacion (eBioscience, 88-8824-00) para
los anticuerpos intracelulares. Para el marcaje de poblaciones CD8+ y CD4+, se utilizaron los
anticuerpos Anti-Mouse CD8a-PE (eBioscience, Clone: 53-6.7) y Anti-Mouse CD4-PE
(eBioscience, Clone: GK1.5), respectivamente. Para las subpoblaciones CD4+ las células
fueron fijadas y permeabilizadas con buffer Fix-Perm (Intracellular fixation permeabilization
buffer set, eBioscience, 88-8824-00) durante 30 min a 4°C y posteriormente marcadas. Para
la subpoblacién CD4+Foxp3 (Treg) se utiliz6 el marcaje FoxP3-GFP propio de los ratones
reporteros; para CD4+RORyt (Th17) el anticuerpo anti-Mouse RORyt-APC (eBioscience,
Clone B2D) y para CD4+Tbet (Th1) el anticuerpo anti-Human/Mouse Tbet-PE-Cyanine7

(eBioscience, Clone: eBio4B10).

b. Ratones C57BL/6 tipo silvestre. Para la deteccién de los linfocitos en bazo y TIL se
utilizaron 2x108 células. Los marcajes se realizaron durante 30 min a 4°C en oscuridad
utilizando los anticuerpos en una dilucion de 1:10 del stock comercial en buffer IF para los
anticuerpos de superficie y en Buffer de permeabilizacion (eBioscience, 88-8824-00) para los
anticuerpos intracelulares. Para asegurar el andlisis de poblaciones de linfocitos se realizd

un marcaje de CD45 con el anticuerpo Anti-mouse CD45.2-APC (eBioscience, Clone: 104).
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Para la deteccion de poblaciones CD8+ y CD4+, se utilizaron los anticuerpos Anti-Mouse
CD8a-PE (eBioscience, Clone: 53-6.7) y Anti-Mouse CD4-FITC (eBioscience, Clone: RM4-
5), respectivamente. Para la deteccion de las subpoblaciones CD4+ las células fueron fijadas
y permeabilizadas con buffer Fix-Perm (Intracellular fixation permeabilization buffer set,
eBioscience). Se detect6 la poblacion CD4+Foxp3+ (Treg) utilizando el anticuerpo Anti-
mouse/rat Foxp3 PE-Cy5 (eBioscience, Clone: FJK-16s). Las poblaciones CD4+IFNy+ (Th1)
y CD4+IL17A+ (Th17) se detectaron utilizando los anticuerpos Anti-mouse IFNy-PE
(eBioscience, Clone: XMG1.2) y Anti-mouse IL17A-PerCP (eBioscience, Clone: TC11-

18H10.1), respectivamente, en linfocitos previamente activados con PMA e lonomicina.

Para ambas cepas de ratones, se utiliz6 el equipo BD Accuri C6 (BD Bioscience, USA) para
la adquisicién de los datos de citometria de flujo y el programa FlowJo 7.6.1 (para el analisis

de las poblaciones.

11. Anélisis estadistico.

Los resultados presentados en gréficas indican el valor promedio £+ SEM y fueron analizados por
test no paramétrico Mann Whitney. El efecto sobre el crecimiento tumoral fue analizado por test
exacto de Fischer. En ambos test se utiliz6 un valor de confianza de 95%. Todos los analisis se

realizaron con el programa computacional GraphPad Prism 5.01 (GraphPad Software, Inc., USA).
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RESULTADOS

1. Nanoparticulas de quitosano.

La busqueda de un método de transfeccion de baja toxicidad y alta eficiencia nos llevé a
utilizar nanoparticulas de quitosano. Este es un polimero de origen natural compuesto por
unidades de GIcN y AcGIcN que presenta carga positiva, la cual le permite unir por interaccion
electrostatica el DNA, formando complejos quitosano/DNA (CH/DNA) (Agirre, Zarate, y cols.

2014).

Se generaron complejos compuestos por quitosano de bajo PM y alto %DDA y en conjunto
con el plasmido pcDNA3.1-GFP (pGFP) variando las cantidades de polisacarido y manteniendo
constante la cantidad de pGFP. Estos complejos fueron caracterizados evaluando su capacidad
para encapsular pGFP, diversos parametros fisicos, su efecto citotdxico en cultivo celular y su

uso como método de transfeccion de células tumorales.

Para caracterizar la formacién de complejos entre el quitosano y el pGFP, se evalud el
retraso en la migracion electroforética del pDNA en presencia de quitosano en un gel de agarosa.
En el caso de los complejos sintetizados a una relacion N/P de 4, se observé un patron de bandas
similar al obtenido en el control sin quitosano (Figura 1A), indicando que parte del pGFP se
encontraba libre sin interaccion con el CH. Por el contrario, en los complejos sintetizados en
presencia de una mayor cantidad de quitosano (N/P 20, 28 y 40) no se observo migracion del
pGFP evidenciando su completa interaccion con el polisacarido. Para determinar la eficiencia en
la formacién de complejos se cuantifico la cantidad de pGFP acomplejado por el quitosano,
parametro conocido como eficiencia de carga. Se observé que los complejos formados a las
distintas relaciones N/P (4, 20, 28 y 40) mostraron diferencias en su eficiencia de carga. Los
complejos sintetizados con una baja cantidad de quitosano (N/P 4) fueron capaces de acomplejar

el 70% del pDNA disponible. No obstante, al aumentar la cantidad de quitosano en relaciones
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N/P de 20, 28 y 40 se logré acomplejar en promedio el 92%, 97% y 93% del pGFP,

respectivamente (Figura 1B).

Una vez confirmada la formacion de los complejos, se analizaron parametros fisicos como
el tamano, la carga superficial (determinada por el potencial Zeta) y la morfologia. Se observo
que los complejos sintetizados a una relacién N/P de 4 poseen una monodispersién en base a su
diametro evidenciado por la presencia de un solo pico a los 32,7 nm en la grafica de distribucion.
En las relaciones N/P de 20 y 28 se observé un pico a los 68,1 nm de diametro y en la relacién
N/P de 40 a los 78,8 nm (Figura 1C). Estos resultados muestran que el diametro de todos los
complejos evaluados fue inferior a los 100 nm, por ello de aqui en adelante los complejos

CH/pGFP seran llamados nanoparticulas (NPs).

La carga superficial de las NPs se evalu6 midiendo el potencial zeta. Las nanoparticulas
sintetizadas a una relacion N/P de 4 mostraron una monodispersion con un pico a -1,22 mV,
mientras que a una N/P de 28 y 40 se observan dos picos (N/P 28: 2,08 y 31,8 mV; N/P 40: -2,81
y 23,2 mV), indicando una polidispersién de NPs con carga superficial heterogénea. Por otro lado,
las nanoparticulas a una relacién N/P de 20 muestran una distribucién homogénea con un dnico
pico positivo cercano a los 7,15 mV (Figura 1D). Estos resultados indican que las nanoparticulas
que presentan un potencial zeta positivo, poseen carga superficial positiva. Esta caracteristica
aumenta su solubilidad en suspensiones acuosas y permite su interaccion con la membrana

celular, que posee carga negativa, necesaria para la entrada a la célula.

Finalmente, la morfologia fue confirmada utilizando microscopia de fuerza atémica. Las
nanoparticulas sintetizadas a una relacién N/P de 20, poseen una morfologia homogénea de tipo
esférica. Sin embargo, al aumentar la cantidad de quitosano a una relacion N/P de 28 se observ)
que ademas de la presencia de nanoparticulas esféricas, se encuentran fibras de quitosano libres

no acomplejadas (Figura 1E).
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Figura 1: Caracterizacion de complejos quitosano/pcDNA3.1-GFP. Migracion electroforética del
pGFP presente en los complejos (A). Porcentaje de eficiencia de carga del pGFP en los complejos (n = 3)
(B). Grafica representativa de distribucién de diametro (C) y de Potencial zeta de los complejos (D). Imagen
de AFM de los complejos sintetizados a una relacion N/P de 20 (izquierda) y N/P de 28 (derecha), en una
dilucién de 1:10. Flechas blancas: nanoparticulas. Flecha negra: fibra de quitosano libre. (E). M: marcador
de tamano; VD: vector pGFP desnudo; nm: nanémetros; mV: milivolts.
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Se evalu6 el efecto citotdxico del tratamiento con nanoparticulas durante 24, 48 y 120 horas
sobre células tumorales B16, determinando la actividad metabdlica por ensayo MTT. En ninguno
de los casos estudiados se observaron diferencias significativas de la viabilidad de las células
tratadas con nanoparticulas en comparacién al grupo control sin tratar (Figura 2), a excepcién de
las células tratadas con NPs a una N/P de 4 durante 48 horas. Estos resultados indican que las

nanoparticulas compuestas por CH y pGFP no producen un efecto citotoxico en células B16.
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Figura 2: Evaluacion del efecto citotoxico de las nanoparticulas de quitosano/pcDNA3.1-GFP.
Grafica de porcentaje de viabilidad celular, en base a la determinacion de actividad metabdlica por ensayo
MTT, de células B16 tratadas con las NPs quitosano/pGFP sintetizadas a una relaciéon N/P de 4, 20, 28 y
40, en relacion con células sin transfectar (control), evaluada a las 24, 48 y 120 horas post-tratamiento. Los
resultados corresponden a 3 experimentos independientes, analizados con GraphPad Prism mediante test
de Mann Whitney no paramétrico, donde * indica diferencias significativas p<0.05. VD: vector pGFP
desnudo.

Para finalizar la caracterizacion de las NPs CH/pGFP, se evalu6 la capacidad de
transfeccion de las nanoparticulas en las lineas celulares HEK-293 y B16. La eficiencia de
transfeccion fue determinada por citometria de flujo cuantificando el porcentaje de células GFP
positivas (GFP+). En células HEK-293 todas las NPs evaluadas lograron sobre un 20% de células
GFP+ (indicado por el rectangulo en los dotplots, Figura 3A) con valores significativamente
mayores en comparacion con las células control y las células transfectadas con Lipofectamina
(15%; control positivo). De forma similar, en la linea celular B16 todas las nanoparticulas
evaluadas mostraron sobre el 40% de células GFP+, siendo significativamente mayores a lo

observado en las células control y en células transfectadas con Lipofectamina (18%) (Figura 3B).
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Figura 3: Eficiencia de transfeccion de nanoparticulas de quitosano/pcDNA3.1-GFP. Dotplots
representativos y grafica de eficiencia de transfeccién en células HEK293 (A) y células tumorales B16 (B).
Los dotplots representativos muestran el control de células sin transfectar y células transfectadas con
Lipofectamina y con NPs en una relacion N/P de 20. Los resultados corresponden a 3 experimentos
independientes, analizados con GraphPad Prism mediante test de Mann Whitney no paramétrico, donde *
indica diferencias significativas p<0.05. VD: vector pGFP desnudo, Lipo: Lipofectamina, SSC: side scattered
(complejidad celular).
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Se determind en base al tamanio, carga superficial positiva, morfologia esférica y eficiencia
de transfeccion en la linea tumoral B16, que la relacion N/P de 20 entre quitosano y pDNA permite
la formacion de nanoparticulas eficientes para la transfeccion de células de melanoma murino
B16. Por ello, los posteriores estudios fueron realizados utilizando NPs sintetizadas bajo estas

condiciones.

2. Vectores de expresion para proteinas de fusion viral

Para evaluar si la expresién de las proteinas hRSV-F, ARV-p10 e ISAV-F permitia la
formacién de sincicios en cultivo celular, se construyeron vectores de expresion que contenian
las secuencias codificantes para estas proteinas. Se realiz6 el sub-clonamiento de cada
secuencia codificante en el vector de expresion pIRES2 (pIRES), dando como resultado los

vectores pIRES-hRSV, pIRES-ARV y pIRES-ISAV.

El uso de partidores especificos para las regiones flanqueantes al sitio de insercién en el
plasmido pIRES, permiti6 verificar la presencia de los cDNA insertos. La amplificacién de dicha
secuencia de los vectores pIRES-hRSV, pIRES-ARV y pIRES-ISAV dio como resultado productos
de amplificacion cercanos al tamario esperado de 754 pb, 550 pb y 1588 pb, respectivamente
(Figura 4A). Por su parte, el producto obtenido tras la amplificacion del vector pIRES sin inserto
fue cercano a 255 pb, que corresponde al largo de la regién de multiclonamiento del vector,

verificando la ausencia de inserto (Figura 4A).

Paralelamente, se realiz6 la verificacién del sub-clonamiento por digestién con las enzimas
de restriccién EcoRl y Xhol. La digestion de los vectores pIRES-hRSV, pIRES-ARV y pIRES-ISAV
dio como resultado la liberacién de bandas con tamarno cercano al esperado de 515 pb, 311 pb y
1349 pb para las secuencias codificantes de las proteinas hRSV-F, ARV-p10 e ISAV-F,
respectivamente (Figura 4B). La digestién del vector vacio liberé una secuencia de 16 pb que por

su tamario no fue posible observar en el gel.
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Figura 4: Verificacion de la presencia de la secuencia codificante de hRSV-F, ARV-p10 e ISAV-
F en el vector pIRES. Verificacién por PCR utilizando partidores que hibridan en regiones flanqueantes al
sitio de multiclonamiento (A). Verificacion por digestién con enzimas de restriccion EcoRI y Xhol de vectores
pIRES vacio, pIRES-hRSV, pIRES-ARV y pIRES-ISAV, en relacién con los vectores sin digerir (B). M:
marcador de tamafio; Bco: control negativo de PCR.

3. Expresion de las proteinas hRSV-F, ARV-p10 e ISAV-F en células MDCK.

Para determinar si los vectores permitian la expresién de proteinas funcionales en cultivo

celular, se evalué la formacioén de sincicios.

Las células B16, al ser tumorales, no presentan inhibicién de crecimiento por contacto
célula-célula lo que hace dificil visualizar por microscopia la formacién de sincicios inducidos por
las proteinas de fusion. Es por esto, que la evaluacion de la actividad fusogénica de las proteinas
de hRSV-F, ARV-p10 e ISAV-F se realiz6 en la linea celular MDCK (epitelio de rifibn canino
Madin-Darby), que si presenta inhibicion de crecimiento por contacto, asegurando su distribucién

en monocapa lo que facilita la visualizacion de sincicios.
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Se disend un cocultivo entre células MDCK transfectadas utilizando Lipofectamina con los
pldsmidos pIRES-hRSV, pIRES-ARV y pIRES-ISAV marcadas con la sonda CMFDA (color verde)
que se distribuye mayormente en el nicleo; y células MDCK sin transfectar marcadas con la
sonda CMTPX (marca roja) con distribucién en el citoplasma. La visualizacién mediante
microscopia confocal de los cocultivos 24 horas post-expresion de hRSV-F (Figura 5B), ARV-p10
(Figura 5C) e ISAV-F (Figura 5D) indicé la colocalizacion de ambas sondas como células de color
amarillo (Figura 5, flechas blancas vacias) y células verdes con limites rojos (Figura 5 flechas
blancas solidas), lo cual no fue observado en células sin transfectar (Figura 5A). Esta
colocalizacion indica que tras la expresion de las proteinas se produjo un intercambio
citoplasmatico entre células, lo que seria una consecuencia de la accion fusogénica de estas

proteinas en células MDCK.
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Figura 5: Evaluacion de la actividad fusogénica de las proteinas de fusion viral en células
MDCK: colocalizacion de fluoréforos. Cocultivo de células MDCK sin transfectar (A) y transfectadas con
los plasmidos pIRES-hRSV (B), pIRES-ARV (C) y pIRES-ISAV (D) utilizando Lipofectamina, 48 horas post-
transfeccion. Las imagenes se observan con un aumento de objetivo de 40X/oil y un aumento digital de 2.4X.
Para cada imagen se observan los canales de fluorescencia verde (CMFDA) y rojo (CMTPX) de manera
independiente y la posterior superposicion de imagenes (SUPERPOSICION), donde se observa la
colocalizacién como células amarillas (flechas blancas vacias) y la colocalizacion como células de nudcleo
verde y borde rojo (flechas blancas sélidas). Las imagenes fueron analizadas con el software LSM Imagen
Browser.
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La colocalizacion indica que las proteinas producen la fusidén celular, pero no permite
visualizar la estructura de los sincicios por si mismos. Con el objetivo de lograr su visualizacion
se realizd un marcaje del citoesqueleto (microfilamentos de actina) con Faloidina-FITC y del
nucleo con DAPI, de células MDCK transfectadas con lipofectamina y los vectores de expresion.
Se observé que la expresion de hRSV-F (Figura 6B), ARV-p10 (Figura 6C) e ISAV-F (Figura 6D)

induce la formacién de sincicios, no observado en células sin transfectar (Figura 6A).
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Figura 6: Evaluacion de la actividad fusogénica de las proteinas de fusion viral en células
MDCK: marcaje de microfilamentos de actina. Células MDCK sin transfectar (A) y transfectadas utilizando
lipofectamina con los plasmidos pIRES-hRSV (B) pIRES-ARV (C) y pIRES-ISAV (D) marcadas con DAPIl y
Faloidina-FITC, 48 horas post-transfeccion. Las flechas blancas indican la presencia de sincicios. Las
imagenes se observan con un aumento de objetivo de 40X/oil y un aumento digital de 2.4X. Para cada
imagen se observan los canales de fluorescencia azul (DAPI) y verde (Faloidina-FITC) de manera
independiente y la posterior superposicién de imagenes (SUPERPOSICION). Las imagenes fueron
analizadas con el software ImagedJ.
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4. Nanoparticulas de quitosano y vectores de expresion.

Una vez generados y evaluados los vectores para la expresién de las proteinas de fusion
de hRSV, ARV e ISAV, se utilizaron para sintetizar nanoparticulas de quitosano a una relacion
N/P de 20. Considerando que estos vectores tienen tamanos distintos: 5,8 kb pb (pIRES-hRSV),
5,6 kb (pIRES-ARV) y 6,6 kb (pIRES-ISAV), se realizaron ensayos para la caracterizaciéon de los
nuevos complejos. Se logré verificar la formacion de complejos entre el quitosano y los vectores
pIRES-hRSV, pIRES-ARV y pIRES-ISAV, indicado por el retraso en la migracién electroforética
(Figura 7A). Los complejos que contienen pIRES-ARV y pIRES-ISAV poseen un didmetro cercano
a los 100 nm (Figura 7B), mientras que los con pIRES-hRSV presentan una polidispersion
formando dos poblaciones: una a 1000 nm y otra entre 1000 y 10000 nm de diametro (Figura 7B).
Finalmente, el analisis del potencial zeta de los complejos formados con los vectores pIRES-
hRSV, pIRES-ARV y pIRES-ISAV mostrd que estos poseen picos a 2.99 mV, 1.79 mV y 5.57 mV,

respectivamente (Figura 7C), indicando una carga superficial positiva.

Debido a la polidispersion en la distribucion de tamafo de las particulas que contenian el
vector pIRES-hRSV, se decidi6 descartar su uso en los posteriores andlisis. De este modo, el
efecto de la expresion de las proteinas ARV-p10 e ISAV-F en células B16 seria dependiente s6lo
del tipo de proteina expresada y no de las caracteristicas fisicoquimicas de las nanoparticulas

utilizadas para su expresion.

Con el fin de simplificar la nomenclatura las nanoparticulas de quitosano que contienen el
gen de la proteina de ARV-p10 y de ISAV-F seran llamados durante el resto del estudio NP-ARV

y NP-ISAV, respectivamente.
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Figura 7: Caracterizacion de complejos quitosano/pIRES-hRSV, -ARV e -ISAV. Migracién
electroforética de los vectores pIRES-hRSV, pIRES-ARV y pIRES-ISAV presentes en los complejos
sintetizados a un N/P de 20 respecto a cada vector desnudo (A). Gréafica de dispersién de diametro (B) y
Potencial zeta de los complejos (C). M: marcador de tamafio; nm: nanémetros; mV: milivolts.
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5. Expresion de las proteinas ARV-p10 e ISAV-F en células tumorales por transfecciéon con

nanoparticulas de quitosano.

5.1 Expresion de transcritos de ARV-p10 e ISAV-F en células B16.

Para evaluar si los vectores transportados por las nanoparticulas permitian la expresion de
los transcritos de las proteinas, se aisl6 el RNA total de células B16 transfectadas con NP-ARV y
NP-ISAV 48 horas post-transfeccién y se determind la expresién de cada transcrito mediante RT-

PCR convencional.

En primer lugar, se determino la presencia del transcrito de GADPH utilizado como control
de expresion constitutiva. Tanto en células sin transfectar como en aquellas transfectadas con
NPs y lipofectamina, se obtuvo un producto de PCR de 122 pb que corresponde al tamafo

esperado del amplicon de este transcrito (Figura 8).

Por su parte, los productos de amplificacion para los transcritos de cada proteina viral
poseen un tamafo cercano al esperado de 202 pb (ARV) y 138 pb (ISAV), siendo detectados tras
la transfeccion tanto con las NPs como con Lipofectamina, pero no en las células sin transfectar
(Figura 8). Estos resultados indican que los vectores de expresion presentes en las NPs son
incorporados por las células B16, lo que permite la sintesis de los transcritos de las proteinas

virales.
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Figura 8: Deteccion de transcritos de las proteinas ARV-p10 e ISAV-F en células B16. RT-PCR
de células sin transfectar y transfectadas para la expresion de la proteina ARV-p10 (A) e ISAV-F (B)
utilizando NPs de quitosano y lipofectamina, 48 horas post-transfeccion. El transcrito de GADPH se utilizé
como control de expresién constitutiva. M: marcador de tamafo; Blanco: control negativo de PCR; s/transf:
RT-PCR a partir de células B16 sin transfectar; Lipo: Lipofectamina; CH: quitosano; GADPH: Gliceraldehido
3-fosfato deshidrogenasa.

5.2 Expresion de la proteina ARV-p10 en células B16.

Tras la deteccidon de los transcritos de las proteinas virales en células B16 transfectadas
con NPs sintetizadas a una relacién N/P de 20, se evalué la expresion de una de estas proteinas
por inmunocitoquimica. En células transfectadas tanto con lipofectamina (Figura 9B) como con
NPs de quitosano (Figura 9C) se detectd la expresion de la proteina ARV-p10 (marcaje rojo,
Figura 9) e incluso la presencia de sincicios (flechas blancas). En las células sin transfectar solo
se observOo un marcaje basal por la unién inespecifica del suero policlonal anti-p10 utilizado
(Figura 9A). Estos resultados indican que las NPs de quitosano que contienen la secuencia
codificante para la proteina ARV-p10, también permiten la expresion de la proteina funcional en

células tumorales B16.
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Figura 9: Deteccion de la expresion de la proteina ARV-p10 en células B16. Inmunocitoquimica
de células B16 sin transfectar (A) y transfectadas con pIRES-ARV utilizando Lipofectamina (B) y NPs de CH
sintetizadas a una N/P de 20 (C) marcadas con DAPI y un suero policlonal Anti-p10 ARV unido a un anti-
IgG Alexa 546, 48 horas post-transfeccion. Las flechas blancas indican la presencia de sincicios en células
transfectadas. Para cada imagen se observan los canales de fluorescencia azul (DAPI) y rojo (Anti-p10 ARV
Alexa 546) de manera independiente y la posterior superposicién de imagenes (SUPERPOSICION). Las
imagenes fueron analizadas con el software ImageJ y muestran un aumento de objetivo de 40X/oil y un
aumento digital de 2.4X.

5.3 Actividad fusogénica de ARV-p10 e ISAV-F en células B16.

Luego de determinar la expresion de la proteina ARV-p10 en células B16 (figura 9) y
considerando que previamente se demostré la efectiva actividad fusogénica de ambas proteinas
(ARV-p10 e ISAV-F) en células MDCK transfectadas con lipofectamina (Figura 6), se evalu6 si en

células tumorales B16 transfectadas con NPs de quitosano se observaba la presencia de
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sincicios. Para ello, se marcé la membrana plasmatica (sonda CellMask) y el nacleo (DAPI) de
células B16 sin transfectar y transfectadas con NPs de CH vy lipofectamina. Tanto la expresion de
la proteina ARV-p10 por transfeccion con NPs (Figura 10B) y lipofectamina (Figura 10C) como la
expresiéon de la proteina ISAV-F (Figura 10D y E) produjo la formacién de sincicios (Figura 10,
flechas blancas). Estos resultados evidencian que la transfeccion con NPs de quitosano permite

la expresion de proteinas ARV-p10 e ISAV-F con actividad fusogénica en células tumorales B16.
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Figura 10: Evaluacion de la actividad fusogénica de las proteinas ARV-p10 e ISAV-F en células
B16. Imagenes de células B16 sin transfectar (A) y transfectadas con lipofectamina y pIRES-ARV (B) y
pIRES-ISAV (C); y NPs de CH sintetizadas a un N/P de 20 con pIRES-ARV (D) y pIRES-ISAV (E) marcadas
con CellMask para deteccion de la membrana celular y DAPI para el nlcleo, 48 horas post-transfeccion. Las
flechas blancas indican la presencia de sincicios en células transfectadas. Para cada imagen se muestran
los canales de fluorescencia azul (DAPI) y rojo (CellMask) de manera independiente y la posterior
superposicién de imagenes (SUPERPOSICION). Las imégenes fueron analizadas con el software ImageJ y

muestran un aumento de objetivo de 40X/oil y un aumento digital de 2.4X.
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6. Citotoxicidad mediada por ARV-p10 e ISAV-F en células B16.

Se ha descrito que la formacién de sincicios esta asociada a la induccién de muerte celular.
Por ello, se evalud el efecto de la expresién de las proteinas de fusién ARV-p10 e ISAV-F sobre
la viabilidad de células B16 transfectadas con NPs de quitosano, mediante la determinacion de la
actividad metabdlica por ensayo MTT. Se observo una disminucién significativa (p= 0.0286) en la
viabilidad celular en relacion con el grupo control, a las 120 horas post transfeccion al utilizar NP-
ARV (Figura 11A) y a partir de las 48 horas (p= 0.0286) hasta las 120 horas (p= 0.0286) post
transfeccion cuando se utilizo NP-ISAV (Figura 11B). Por su parte, la utilizacién de lipofectamina
(Lipo-ARV y Lipo-ISAV) produjo una disminucion significativa inicial a las 24 horas (p=0.0286 para
ambos casos) posiblemente debido a la toxicidad propia del compuesto, y luego a las 120 horas

(p=0.0159 y p=0.0286, respectivamente) post-transfeccion.
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Figura 11: Citotoxicidad producida por la expresion de ARV-p10 e ISAV-F en células B16.
Graficas del porcentaje de viabilidad, en base a la determinacién de actividad metabdlica por ensayo MTT,
de células B16 transfectadas con NP-ARV (A) y NP-ISAV (B), en relacion con células sin transfectar y
transfectadas con Lipofectamina. Los resultados corresponden a 3 experimentos independientes evaluados
alas 24, 48 y 120 horas post-transfeccién, analizados con GraphPad Prism mediante test de Mann Whitney

no paramétrico, donde * indica diferencias significativas (p<0.05). La viabilidad celular de las células control
fue utilizada como 100% de viabilidad.

En resumen, estos resultados indican que las nanoparticulas de quitosano que contienen
un vector de expresion con la secuencia codificante para las proteinas ARV-p10 e ISAV-F,
permiten su expresién en células tumorales B16. Las proteinas expresadas poseen actividad
fusogénica formando sincicios a las 48 horas post-transfeccién, proceso que lleva a una
disminucién significativa en la viabilidad celular entre las 48 y 120 horas. Por lo tanto, la formacion
de sincicios mediada por la expresion de las proteinas ARV-p10 e ISAV-F tiene un efecto
citotoxico en células de melanoma murino B16. Con estos antecedentes, el siguiente paso fue
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evaluar el efecto de la expresion intratumoral de ambas proteinas sobre el desarrollo de tumores

de melanoma en ensayos in vivo.

7. Evaluacion de la expresion intratumoral de las proteinas ARV-p10 e ISAV-F con
nanoparticulas de quitosano sobre el crecimiento tumoral y el porcentaje de poblaciones

linfocitarias en bazo y tumor de melanoma murino en ratones en ratones reporteros.

El siguiente objetivo fue determinar el efecto sobre el crecimiento tumoral de la transfeccion
in situ, por inyeccién intratumoral (i.t.), de tumores de melanoma murino B16 con las NP-ARV y
NP-ISAV. Para esto, ratones de la cepa C57BL/6J Foxp3CFP+ fueron desafiados con 2x10° células
B16 vivas via s.c. en la zona lumbar (Figura 12A). Una vez que el tumor alcanzé un volumen
aproximado de 2 mm?, los animales fueron divididos en 4 grupos de estudio: sin tratamiento,
inyectados con quitosano e inyectados con NP-ARV y NP-ISAV (Figura 12B). Posterior a cada

tratamiento, los animales fueron monitoreados diariamente evaluando el crecimiento tumoral.
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Figura 12: Disefio experimental para ensayos in vivo. Planificacion de los ensayos in vivo (A).
Grupos de trabajo (B). Sin tratamiento: 10 animales que no recibieron tratamiento. Grupo CH: 6 animales
tratados con quitosano. Grupo NP-ARV: 6 animales tratados con NPs que contenian 10 ug pIRES-ARV y
Grupo NP-ISAV: 6 animales tratados con NPs con 10 ug de pIRES-ISAV. Los grupos que recibieron
tratamiento fueron inyectados i.t con 100 ul de cada preparacioén en PBS.

Tras el desafio de los ratones con células B16, se determiné el tiempo que transcurrié hasta
la formacién de un tumor detectable al tacto (aproximadamente de 0,3 mm3). Este parametro se
denomin6 tiempo de aparicion tumoral y ocurrid entre los dias 9 y 17 post-desafio en todos los

animales utilizados en este estudio (Figura 13).
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Figura 13: Induccion tumoral por desafio con células B16 vivas en ratones reporteros. Grafico
de Kaplan Meier de ratones C57BL/6J Foxp3©FP+ libres de tumor que indica el tiempo de aparicién tumoral
tras el desafio con 2x10° células B16. Se indican todos los animales (n = 28) utilizados en este estudio, que
posteriormente fueron separados en los distintos grupos. Los datos fueron analizados con GraphPad Prism.

7.1 Tratamiento intratumoral con NP-ARV.

El volumen tumoral en los ratones fue evaluado diariamente hasta alcanzar un maximo de
260 mm3. Este volumen tumoral maximo (VTM) se utilizé como criterio para el término del ensayo
y el consecuente sacrificio de los animales (Figura 12A). El tiempo maximo en que los animales
que no recibieron tratamiento alcanzaron el VTM, fue de 17 dias (Figura 14). Este tiempo se utiliz6
como parametro para evaluar la efectividad de los tratamientos evaluados, es decir, se consider6

un retraso en el crecimiento tumoral s6lo cuando el VTM fue alcanzado posterior a 17 dias.

Se utilizaron seis ratones para evaluar el efecto del tratamiento i.t. con CH, de ellos se
observé un retraso en el crecimiento tumoral en tres animales e incluso se observo la regresion
completa de la masa tumoral en un cuarto ratén (Figura 14, CH). Por su parte, seis ratones fueron
tratados con NP-ARYV, en donde cuatro de ellos mostraron un retraso en el crecimiento tumoral y
dos una regresion completa del tumor (Figura 14, NP-ARV). Sin embargo, no se observaron

diferencias significativas entre ambos tratamientos (Tabla 3).
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Figura 14: Efecto del tratamiento con NP-ARV sobre el crecimiento tumoral de melanoma
murino en ratones reporteros. Grafico del volumen tumoral en mm3 de ratones C57BL/6J Foxp3CFP+
tratados i.t. con CH (n = 6) y con NPs de CH que contienen 10 pug de pIRES-ARV (NP-ARV, n = 6)
sintetizadas en una relacion N/P de 20, en comparacién a ratones sin tratamiento (n = 10). El dia cero
corresponde a un volumen tumoral de 2,1 mm3, que indica el inicio del tratamiento. El dia 17 indica el dia en
que el Gltimo animal sin tratamiento alcanz6 el VTM (linea negra segmentada).

Tabla 3: Efecto del tratamiento con NP-ARV sobre el crecimiento tumoral de melanoma murino B16
en ratones reporteros.

Animales (N° / %)

. . Tipo de
# o/o,
Tratamiento Sin efecto Con efecto efecto N°/%
. . Retraso -
Sin tratamiento 10/100 0/0 o,
Regresion -
Retraso 3/75
CH 2/33 4/67* B
Regresion 1/25
R 2
NP-ARV 2/33 4/67* etraso /50
Regresion 2/50

“Datos analizados mediante test exacto de Fischer, donde * indica p<0,05 en comparacion al grupo sin tratamiento.
Se consider6 un efecto sobre el crecimiento tumoral si: el VTM fue alcanzado posterior al dia 17 post-tratamiento o se
observoé una regresion tumoral.

El siguiente objetivo fue determinar si el retraso en el crecimiento tumoral producido por los
tratamientos se asociaba a una variaciébn en el porcentaje de las principales poblaciones
linfocitarias involucradas en una respuesta inmune antitumoral, tanto a nivel localizado (linfocitos

infiltrantes de tumor), como a nivel sistémico (en bazo).

En primera instancia, se evaluaron las poblaciones CD4+ y CD8+ infiltrantes de tumor. El
tratamiento con CH produjo un aumento significativo (p=0,0127) de la poblacién CD4+ (Figura
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15A y C, CH) sin variacion en la poblacion CD8+ (Figura 15B y C, CH), respecto al grupo sin
tratamiento. Por su parte, el tratamiento con NP-ARV no indujo cambios significativos en ninguna
de las poblaciones infiltrantes, al comparar con el grupo sin tratamiento o al tratado con CH

(Figura 15, NP-ARV).
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Figura 15: Efecto del tratamiento con NP-ARV sobre porcentaje de las poblaciones linfocitarias
infiltrantes de tumor en ratones reporteros. Dotplots representativos para la poblacién CD4+ (A) y CD8+
(B) infiltrante de tumor. Grafico del porcentaje de células de tumor CD4+ y CD8+ para animales sin
tratamiento (n = 10) y tratados con CH (n = 5) y con NP-ARV (n = 4) (C). En la grafica se muestra el valor
obtenido para cada ratén analizado. Los datos fueron analizados con GraphPad Prism mediante test de
Mann Whitney no paramétrico, donde * indica diferencias significativas de p<0.05. SSC: side scattered
(complejidad celular).
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Al analizar las poblaciones linfocitarias a nivel sistémico, se observé que el tratamiento con
CH indujo una disminucion significativa (p=0,0180) de la poblacion CD8+ (Figura 16B y C, CH)
respecto al grupo sin tratamiento, sin cambios en la poblacion CD4+ (Figura 16A y C, CH). De
forma similar a lo observado en las poblaciones infiltrantes de tumor, el tratamiento con NP-ARV
no indujo cambios en ninguna de las poblaciones a nivel sistémico (Figura 16, NP-ARV) respecto

al grupo sin tratamiento o al tratado con CH.
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Figura 16: Efecto del tratamiento con NP-ARV sobre el porcentaje de las poblaciones
linfocitarias en bazo de ratones reporteros. Dotplot representativos para la poblacién CD4+ (A) y CD8+
(B) en bazo. Grafico del porcentaje de esplenocitos CD4+ y CD8+ para animales sin tratamiento (n = 10) y
tratados con CH (n = 5) y con NP-ARV (n = 6) (C). En la gréafica se muestra el valor obtenido para cada raton
analizado. Los datos fueron analizados con GraphPad Prism mediante test de Mann Whitney no paramétrico,
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donde * indica diferencias significativas de p<0.05. SSC: side scattered (complejidad celular).
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La evaluacién de las subpoblaciones CD4+ en bazo, mostré que el tratamiento con CH
indujo un aumento significativo de la poblacion CD4+Tbet+ (p=0,014) y CD4+RORYyt+ (p=0,004)
que corresponden a las poblaciones Thi1 (Figura 17A, CH) y Th17 (Figura 17B, CH),
respectivamente, en relacion con el grupo sin tratamiento. Por su parte, el tratamiento con NP-
ARV indujo un aumento significativo de la poblacion CD4+RORyt+ (Figura 17B, NP-ARV), en

relaciéon con el grupo tratado con CH.
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Figura 17: Efecto del tratamiento con NP-ARV sobre el porcentaje de las subpoblaciones
linfocitarias CD4+ en bazo de ratones reporteros. Dotplots representativos (izquierda) y grafica del
porcentaje de células (derecha) CD4+Tbet+, Th1 (A), CD4+RORyt, Th17 (B) y CD4+Foxp3+, Treg (C) para
ratones sin tratamiento (n = 10) y tratados con CH (n = 3-5) y con NP-ARV (n = 4-6). En la gréafica se muestra
el valor obtenido para cada ratén analizado. Los datos fueron analizados con GraphPad Prism mediante test
de Mann Whitney no paramétrico, donde * indica diferencias significativas de p<0.05. SSC: side-scattered
(complejidad celular).
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7.2 Tratamiento intratumoral con NP-ISAV.

Se utilizaron seis ratones para evaluar el efecto del tratamiento i.t. con NP-ISAV, donde se

observé un retraso en el crecimiento tumoral en tres de ellos e incluso la regresion completa del

tumor en un cuarto ratén (Figura 18, NP-ISAV). Sin embargo, no se observaron diferencias

significativas respecto al efecto observado en el grupo tratado con CH (Tabla 4).
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Figura 18: Efecto del tratamiento con NP-ISAV sobre el crecimiento tumoral de melanoma
murino en ratones reporteros. Grafico del volumen tumoral en mm?3 de ratones C57BL/6J Foxp3©FP+
tratados i.t. con CH (n = 6) y con NPs de CH que contienen 10 yg de pIRES-ISAV (NP-ISAV, n = 6)
sintetizadas en una relacion N/P de 20, en comparacién a ratones sin tratamiento (n = 10). El dia cero
corresponde a un volumen tumoral de 2,1 mm?, indicando el inicio del tratamiento. El dia 17 corresponde el

dia en que el dltimo animal sin tratamiento alcanzé el VTM (linea

negra segmentada).

Tabla 4: Efecto del tratamiento con NP-ISAV sobre el crecimiento tumoral de melanoma

mutrino B16 en ratones reporteros.

Animales (N° / %)

Tratamiento Sin efecto Con efecto” Tipo de efecto N°/%
) ) Retraso -
Sin tratamiento 10/100 0/0 .
Regresion -
Retraso 3/75
CH 2/33 4/67*
Regresion 1/25
Retraso 3/75
NP-ISAV 2/33 4/67*
Regresion 1/25

#Datos analizados mediante test exacto de Fischer, donde * indica p<0,05 en comparacion al grupo sin tratamiento.
Se consideré un efecto sobre el crecimiento tumoral si: el VTM fue alcanzado posterior al dia 17 post-tratamiento o

se observé una regresion tumoral.
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Similar a lo observado con el tratamiento con NP-ARV, el andlisis de las poblaciones
linfocitarias infiltrantes de tumor tras el tratamiento con NP-ISAV, no evidenci6é una variaciéon en
el porcentaje de las poblaciones CD4+ (Figura Ay C, NP-ISAV) y CD8+ (Figura B y C, NP-ISAV),

respecto al grupo sin tratamiento o al grupo tratado con CH.
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Figura 19: Efecto del tratamiento con NP-ISAV sobre el porcentaje de poblaciones linfocitarias
infiltrantes de tumor en ratones reporteros. Dotplots representativos para la poblacién CD4+ (A) y CD8+
(B) infiltrante de tumor. Gréfico del porcentaje de células de tumor CD4+ y CD8+ para ratones sin tratamiento
(n=10) y tratados con CH (n = 5) y con NP-ISAV (n = 5) (C). En la grafica se muestra el valor obtenido para
cada raton analizado. Los datos fueron analizados con GraphPad Prism mediante test de Mann Whitney no
parameétrico, donde * indica diferencias significativas de p<0.05. SSC: side-scattered (complejidad celular).
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Al igual que lo observado en las poblaciones CD4+ y CD8+ infiltrantes de tumor, el
tratamiento con NP-ISAV no indujo variacion a nivel sistémico en comparacién con el grupo sin

tratamiento o con el grupo tratado con CH (Figura 20, NP-ISAV).
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Figura 20: Efecto del tratamiento con NP-ISAV sobre el porcentaje de las poblaciones
linfocitarias en bazo de ratones reporteros. Dotplot representativos para la poblacién CD4+ (A) y CD8+
(B) en bazo. Grafico del porcentaje de esplenocitos CD4+ y CD8+ para ratones sin tratamiento (n= 10) y
tratados con CH (n = 5) y con NP-ISAV (n = 6) (C). En la grafica se muestra el valor obtenido para cada
ratén analizado. Los datos fueron analizados con GraphPad Prism mediante test de Mann Whitney no
parameétrico, donde * indica diferencias significativas de p<0.05. SSC: side scattered (complejidad celular).
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En el analisis de las subpoblaciones CD4+ en bazo que expresaran Tbet, RORyt y Foxp3,
nuevamente se observé que el tratamiento con NP-ISAV no produjo cambios en las poblaciones

evaluadas, al comparar con el grupo sin tratamiento o al tratado con CH (Figura 21, NP-ISAV).
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Figura 21: Efecto del tratamiento con NP-ISAV sobre el porcentaje de las subpoblaciones
linfocitarias CD4+ en bazo de ratones reporteros. Dotplots representativos (izquierda) y grafica del
porcentaje de células (derecha) CD4+Tbet+, Th1 (A), CD4+RORyt+, Th17 (B) y CD4+Foxp3+, Treg (C) para
ratones sin tratamiento (n = 10) y tratados con CH (n = 3-5) y con NP-ISAV (n = 5-6). En la grafica se muestra
el valor obtenido para cada raton analizado. Los datos fueron analizados con GraphPad Prism mediante test
de Mann Whitney no paramétrico, donde * indica diferencias significativas de p<0.05. SSC: side-scattered
(complejidad celular).

Los resultados aqui expuestos muestran que, en melanoma murino B16, el tratamiento i.t.
con nanoparticulas de quitosano en conjunto con la secuencia codificante para las proteinas de

fusion de ARV e ISAV, produce un retraso en el crecimiento tumoral e incluso casos de regresion
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completa del tumor. Sin embargo, a pesar de producir un efecto sobre el crecimiento tumoral,
ambos tratamientos no indujeron cambios en las poblaciones celulares inmunes estudiadas, en
comparacion a animales sin tratamiento. Sorprendentemente, el tratamiento con una suspension
de CH, adema@s de afectar el crecimiento tumoral (similar al tratamiento con NP-ARV y NP-ISAV),
indujo un aumento de la poblacion de linfocitos CD4+ infiltrantes y CD4+Tbet+ sistémicos,
ademas de una disminucion de linfocitos CD8+ sistémicos y CD4+RORyt+ infiltrantes, sugiriendo
que el tratamiento i.t. con CH tendria por si solo un efecto antitumoral al inducir una respuesta

inmune posiblemente asociada a linfocitos Th1.

8. Evaluacion de la expresion intratumoral de ARV-p10 con nanoparticulas de quitosano
sobre el crecimiento tumoral y el porcentaje de poblaciones linfocitarias en bazo y tumor

de melanoma murino en ratones tipo silvestre.

El tratamiento con CH, asi como con NP-ARV y NP-ISAV tuvo un efecto sobre el
crecimiento tumoral y, ademas el tratamiento con CH indujo una variacién en el porcentaje de las
poblaciones inmunes asociadas a una respuesta antitumoral, sin embargo, estos resultados no
permiten la deteccién de linfocitos activos que aseguren la accién de una respuesta inmune
antitumoral. Por ello, el siguiente paso fue evaluar subpoblaciones CD4+ funcionales, por medio
de la deteccién de células productoras de citoquinas. Para esto, ratones C57BL/6J tipo silvestre
fueron tratados i.t. con CH y NP-ARV para la evaluacién tanto en bazo como en tumor de las
poblaciones CD4+ y CD8+ y la subpoblacién CD4+Foxp3+ (Treg), junto con las subpoblaciones
CD4+ que expresaban las citoquinas IFNy e IL-17A, con el fin de evaluar poblaciones linfocitarias

Th1y Th17 activas, respectivamente.

El tiempo de aparicion tumoral tras el desafio con células tumorales fue de 6 a 9 dias para

todos los animales utilizados en este estudio (Figura 22).
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Figura 22: Induccién tumoral por desafio con células B16 vivas en ratones tipo silvestre.
Gréafico de Kaplan Meier de animales C57BL/6J tipo silvestre libres de tumor que indica el tiempo de
aparicion tumoral tras el desafio con 2x10° células B16. Se indican todos los animales utilizados en este
estudio (n = 17), que posteriormente fueron separados en los distintos grupos. Los datos fueron analizados
con GraphPad Prism.

8.1 Tratamiento intratumoral con NP-ARV.

Al evaluar el efecto sobre el crecimiento tumoral, se observé que el tratamiento tanto con
CH como con NP-ARV produjo un retraso en el crecimiento tumoral con relacién al grupo que no
recibié tratamiento (Figura 23). Este efecto se observd en dos de los seis animales tratados con
CH y en dos de los cinco animales tratados con NP-ARV (Tabla 4). En este caso, el tiempo
maximo en que los animales que no recibieron tratamiento alcanzaron el VTM, fue de 10 dias

(Figura 23).
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Figura 23: Efecto del tratamiento con NP-ARV sobre el crecimiento tumoral de melanoma
murino en ratones tipo silvestre. Grafico del volumen tumoral en mm? de ratones tipo silvestre tratados
i.t. con CH (n = 6) y con NPs de CH que contienen 10 ug de pIRES-ARV (NP-ARV, n = 5) en una relacion
N/P de 20, en comparacion a ratones sin tratamiento (n = 6). El dia cero corresponde a un volumen tumoral
de 2,1 mm3, indicando el inicio del tratamiento. El dia 10 corresponde el dia en que el ultimo animal sin
tratamiento alcanzo el VTM (linea negra segmentada).

Tabla 5: Efecto del tratamiento con NP-ARV sobre el crecimiento tumoral de melanoma murino
B16 en ratones tipo silvestre.

Animales (N° / %)

Tratamiento Sin efecto Con efecto” N°/%
Sin tratamiento 6/100 0/0 Retraso ]
Regresion -
Retraso 2/100
H 4/67 2/33*
C 6 /33 Regresion 0/0
Retraso 2/100
NP-ARV 2/40*
3/60 /40 Regresion 0/0

*Datos analizados mediante test exacto de Fischer, donde * indica p<0,05 en comparacion al grupo sin tratamiento.
Se consideré un efecto sobre el crecimiento tumoral si: el VTM fue alcanzado posterior al dia 17 post-tratamiento
0 se observo una regresién tumoral.

La evaluacion de las poblaciones infiltrantes de tumor indicé que tanto el tratamiento con
CH, como con NP-ARV no produjo cambios en las poblaciones CD4+ y CD8+, en comparacion

al grupo sin tratamiento (Figura 24, CH y NP-ARV).
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Figura 24: Efecto del tratamiento con NP-ARV sobre el porcentaje de las poblaciones
linfocitarias infiltrantes de tumor en ratones tipo silvestre. Dotplots representativos para la poblacion
CD4+ y CD8+ (A) infiltrante de tumor. Grafico del porcentaje de células de tumor CD4+ y CD8+ a partir de
células CD45+ para ratones tipo silvestre sin tratamiento (n = 6) y ratones tratados con CH (n = 6) y con NP-
ARV (n = 5) (B). En la gréfica se muestra el valor obtenido para cada ratén analizado. Los datos fueron
analizados con GraphPad Prism mediante test de Mann Whitney no paramétrico.

El analisis de las subpoblaciones CD4+ infiltrantes de tumor mostré que al utilizar el
tratamiento con NP-ARV se indujo un aumento significativo (p=0,0476) de la subpoblacién
CD4+Foxp3+ (Treg) con relacién al grupo sin tratamiento (Figura 25C, NP-ARV), sin observar
cambios en las subpoblaciones CD4+IFNy+ (Th1) y CD4+IL-17A+ (Th17) (Figura 25A y B,
respectivamente). Por otro lado, el tratamiento con CH no mostré cambios en ninguna de las

subpoblaciones evaluadas (Figura 25, CH).
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Figura 25: Efecto del tratamiento con NP-ARV sobre el porcentaje de las subpoblaciones
linfocitarias CD4+ infiltrantes de tumor en ratones tipo silvestre. Dotplots representativos (izquierda) y
grafica del porcentaje de células (derecha) CD4+IFNy+, Th1 (A), CD4+IL-17A+, Th17 (B) y CD4+Foxp3+,
Treg (C) a partir de células CD45+ para ratones tipo silvestre sin tratamiento (n = 5) y ratones tratados con
CH (n = 6) y con NP-ARV (n = 5). En la gréafica se muestra el valor obtenido para cada ratén analizado. Los
datos fueron analizados con GraphPad Prism mediante test de Mann Whitney no paramétrico, donde * indica

Foxp3-PE-Cy5

% de células CD4+ IL-17A+ % de células CD4+ IFNy+

% de células CD4+ Foxp3+

diferencias significativas de p<0.05. SSC: side scattered (complejidad celular).
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El analisis a nivel sistémico en bazo mostr6 que ambas poblaciones CD4+ y CD8+ se
mantuvieron sin variacién tras ambos tratamientos, en comparacion al grupo que no recibid
tratamiento (Figura 26). Estos resultados son similares a lo observado en ratones

C57BL/6Foxp3CGFP+ (Figura 16).
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Figura 26: Efecto del tratamiento con NP-ISAV sobre el porcentaje de las poblaciones
linfocitarias en bazo de ratones tipo silvestre. Dotplot representativos para la poblacion CD4+ y CD8+
(A) en bazo. Gréfico del porcentaje de esplenocitos CD4+ y CD8+ a partir de células CD45+ para ratones
tipo silvestre sin tratamiento (n = 6) y ratones tratados con CH (n = 6) y con NP-ARYV (n = 5) (B). En la grafica
se muestra el valor obtenido para cada ratén analizado. Los datos fueron analizados con GraphPad Prism
mediante test de Mann Whitney no paramétrico.
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En cuanto a las subpoblaciones CD4+ en bazo, el tratamiento con CH y con NP-ARV
produjo un aumento significativo (p=0,0152) de la subpoblacién CD4+IFNy+ (Th1) con relacion al
grupo sin tratamiento (Figura 27A), sin observar una variacién en el porcentaje de las

subpoblaciones CD4+IL-17A+ (Th17) y CD4+Foxp3+ (Treg) (Figura 27B y C).
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Figura 27: Efecto del tratamiento con NP-ARV sobre el porcentaje de las subpoblaciones
linfocitarias CD4+ en bazo de ratones tipo silvestre. Dotplots representativos (izquierda) y gréfica del
porcentaje de células (derecha) CD4+IFNy+, Th1 (A), CD4+IL-17A+, Th17 (B) y CD4+Foxp3+, Treg (C) a
partir de células CD45+ para ratones tipo silvestre sin tratamiento (n = 6) y ratones tratados con CH (n = 6)
y con NP-ARV (n = 5). En la grafica se muestra el valor obtenido para cada ratén analizado. Los datos fueron
analizados con GraphPad Prism mediante test de Mann Whitney no paramétrico, donde * indica diferencias
significativas de p<0.05. SSC: side scattered (complejidad celular).
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Estos resultados indican que el tratamiento i.t. con quitosano y con NPs de quitosano que
contienen la secuencia codificante para la proteina ARV-p10 (NP-ARV), induce un retraso en el
desarrollo de tumores de melanoma en ratones C57BL/6J tipo silvestre. Tras ambos tratamientos
se observo variacién en las poblaciones celulares evaluadas, especificamente, un aumento en la
subpoblacion de linfocitos CD4+IFNy+ a nivel sistémico con el tratamiento con CH y NP-ARV y
un aumento de la subpoblacion CD4+Foxp3+ infiltrante de tumor, s6lo con NP-ARV. Estos
resultados apoyan la accion antitumoral de ambos tratamientos observada en ratones C57BL/6J

Foxp3GFP+ (Figura 14) posiblemente asociada a la accién de linfocitos Th1.
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DISCUSION

La expresion intratumoral de proteinas de fusion viral es una estrategia prometedora para
ser utilizada como terapia génica contra el cancer. En esta tesis se evalu el efecto de la
expresiéon in vitro e in vivo, utilizando nanoparticulas de quitosano como vehiculo, de dos
proteinas de fusion viral, ARV-p10 e ISAV-F en melanoma murino B16. En cultivo celular, la
expresion de ambas proteinas produjo un efecto citotdxico asociado a la formacién de sincicios e
in vivo, el tratamiento intratumoral con las nanoparticulas provoco un retraso en el desarrollo de
los tumores observandose incluso casos de regresién completa del tumor, ademas de un
aumento de poblaciones celulares relacionadas a una respuesta inmune antitumoral. Estos
resultados se asemejan a lo descrito para la expresién de una variante altamente fusogénica de
la proteina GALV-F en células tumorales humanas, la cual produce la formacién de sincicios
inestables de corta vida media, lo que provoca una elevada citotoxicidad in vitro (Bateman,
Bullough, y cols. 2000; Lin, Salon, y cols. 2009; Zhu, Yang, y cols. 2014) y una inhibicién del

crecimiento tumoral in vivo (Lin, Salon, y cols. 2009; Zhu, Yang, y cols. 2014).

Las nanoparticulas de quitosano sintetizadas bajo las distintas condiciones evaluadas
permitieron una alta eficiencia de transfeccién in vitro. En algunas de estas condiciones, la
transfeccion de las dos lineas celulares evaluadas, HEK-293 y B16, fue significativamente mayor
a lo obtenido con lipofectamina, a diferencia de lo descrito previamente tanto para células HEK-
293 (Mao, Roy, y cols. 2001; Lavertu, Méthot, y cols. 2006), como para células B16 (Sato, Ishii, y
cols. 2001) al utilizar nanoparticulas de quitosano de caracteristicas similares. Esto confirma la
funcionalidad de las nanoparticulas CH/pDNA como un eficiente vehiculo de transfeccion y
corrobora que la eficiencia de esta transfeccion depende del tipo celular y de las propiedades

fisicoguimicas de las nanoparticulas (Mao, Roy, y cols. 2001; Agirre, Zarate, y cols. 2014).

Una caracteristica importante de un vehiculo de transfeccién es que debe producir una
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baja o nula toxicidad en la célula. Los estudios disponibles que evallan la toxicidad del quitosano
en cultivo celular varian en funcién del tipo de célula, la concentracién y el tiempo de incubacion,
ademas del tipo de ensayo de citotoxicidad utilizado. Estas variables, mas las variaciones
intrinsecas del quitosano como polimero (PM, %DDA, etc.), se traducen en una amplia gama de
respuestas que son practicamente imposibles de comparar, debido a condiciones de evaluacion
no estandarizadas (Rodrigues, Dionisio, y cols. 2012). Sin embargo, la tendencia general indica
que el quitosano produce un cierto grado de toxicidad que depende de la dosis, %DDA, PM
(Huang, Khor, y cols. 2004), pH y tiempo de incubacién (Loh, Yeoh, y cols. 2010). En células
A549 (carcinoma de pulmén humano) la evaluacién de la viabilidad celular por ensayo MTT tras
la incubacion durante 4 horas con distintas concentraciones de nanoparticulas de CH produce
una disminucién significativa de la viabilidad celular a dosis mayores de 0,714 mg/ml de CH, con
un ICso entre 1,1 y 1,2 mg/ml (Huang, Khor, y cols. 2004). Basandonos en la Tabla 1, que indica
las cantidades de CH utilizadas para la sintesis de las nanoparticulas, las concentraciones de CH
evaluadas por ensayo MTT en células B16 fue entre 2,25y 22,5 ug/ml, es decir sobre tres 6rdenes
de magnitud menor a lo descrito como dosis toxica en células A549 por el grupo de Huang y cols.,
lo que podria explicar la ausencia de efecto citotoxico observado incluso tras 120 horas de

incubacién con las diferentes nanoparticulas en células B16.

Los estudios del efecto antitumoral mediado por proteinas de fusion viral se han basado
principalmente en la accion de una variante altamente fusogénica de la proteina GLAV-F, la cual
forma parte de la envoltura del virus de la leucemia del mono Gibén y es la encargada de mediar
la fusién entre la membrana viral y la membrana de la célula blanco, para permitir la entrada del
virus al citoplasma celular. La expresion de GALV-F en células H322 y A549 de carcinoma de
pulmon humano produce una disminucion del 55,5% y 78,9% en la viabilidad celular a los 4 y 5
dias post-transfeccién, respectivamente (Lin, Salon, y cols. 2009). Este efecto citotdxico se le
atribuye a la formacion de células multinucleadas o sincicios producto de la fusién celular mediada
por GALV-F. Estos sincicios son inicialmente viables y permanecen activos tanto metabdlica

como transcripcionalmente (Bateman, Bullough, y cols. 2000), sin embargo, finalmente pierden
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su adherencia y sufren un tipo de muerte celular que hasta la fecha no se ha caracterizado
completamente (Bateman, Harrington, y cols. 2002) debido a la existencia de evidencia que apoya
tanto un tipo de muerte apoptoética (Salsman, Top, y cols. 2005) como no apoptética (Bateman,

Harrington, y cols. 2002).

Previamente en nuestro laboratorio, se habia evaluado la expresién de proteinas de
fusién de distintos virus en variadas terapias contra tumores murinos (Morales, Barrera-Avalos, y
cols. 2017; datos no publicados). Entre estas proteinas, se encuentran hRSV-F, ARV-p10 e ISAV-
F las cuales son codificadas en el genoma de virus que infectan células de tres especies distintas
(humanos, aves y peces, respectivamente), cuya accién permite la fusibn de membranas por
medio de distintos mecanismos. Ambas diferencias podrian ser claves al momento de evaluar su

posible accién antitumoral.

La expresién de ARV-p10 mediante transfeccién con lipofectamina y nanoparticulas de
quitosano genero sincicios en células tumorales B16 in vitro a las 48 horas post-transfeccién,
concordante con la elevada actividad fusogénica descrita para esta proteina, clasificada como un
fuségeno promiscuo, cuya expresion ha mostrado ser suficiente para inducir la fusién celular y la
consecuente formacion de sincicios en diversas lineas celulares (Bodel6n, Labrada, y cols. 2002;
Key y Duncan. 2014). Por otro lado, este corresponde al segundo reporte de actividad fusogénica
de la proteina ISAV-F en células de mamiferos (Morales, Barrera-Avalos, y cols. 2017). La
evaluacion de fusién celular mediada por la proteina ISAV-F se ha restringido a cultivos de células
de peces mantenidas a 15-20°C (Eliassen, Frgystad, y cols. 2000; Aspehaug, Mikalsen, y cols.
2005), sin embargo, nuestros resultados demuestran que la proteina ISAV-F posee actividad a
temperaturas muy por sobre su temperatura éptima (37°C para el cultivo de células B16)
apoyando estudios previos de nuestro laboratorio (Morales, Barrera-Avalos, y cols. 2017). Més
aun, diversos estudios proponen que para la induccion de fusion celular mediada por ISAV-F, es
necesaria una disminucion del pH del medio de cultivo en conjunto con la adicién de tripsina,

sugiriendo que el corte proteolitico necesario para la accién de esta proteina seria realizado por
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una proteasa extracelular (Falk, Namork, y cols. 1997; Aspehaug, Mikalsen, y cols. 2005). No
obstante, recientemente se ha planteado que la mayoria de las proteinas F de distintas cepas de
ISAV pueden sufrir el corte proteolitico intracelularmente, permitiendo su expresion en la
superficie celular en un estado preactivado capaz de inducir niveles moderados de fusion celular,
incluso a pH neutro (Fourrier, Lester, y cols. 2015). Mas auln, la secuencia codificante para ISAV-
F utilizada en este estudio corresponde a la de una cepa altamente virulenta aislada en el sur de
Chile (ISAV752_09), la cual presenta una secuencia de insercién (IN) en el sitio en que ocurre el
corte proteolitico. Esta IN mejoraria el procesamiento de la proteina al aumentar el nimero de
sitios de reconocimiento para proteasas intracelulares, favoreciendo el proceso de fusién de
membranas (Cottet, Cortez-San Martin, y cols. 2010), lo que podria explicar la actividad de ISAV-

F observada en células B16 cultivadas en ausencia de tripsina y a pH neutro.

De acuerdo con la induccion de muerte celular como consecuencia de la formacién de
sincicios mediada por la accién de la proteina GALV-F (Higuchi, Bronk, y cols. 2000), la
observacién de sincicios en células B16 transfectadas con nanoparticulas para la expresioén de
ARV-p10 o ISAV-F fue acompanada de una disminucién significativa de la viabilidad celular con
una temporalidad similar a la descrita para GALV-F (Bateman, Harrington, y cols. 2002). Para
ambas proteinas, este es el primer estudio en asociar su accién fusogénica con un efecto

citotéxico en cultivo de células tumorales de mamifero.

El efecto antitumoral mediado por la accién de las proteinas de fusion viral se basa tanto
en la funcién destructiva propia de las proteinas, asi como en la accién del sistema inmune.
Ambos efectos han sido demostrados. Por un lado, estudios demuestran que la expresion
intratumoral de las proteinas de fusién de GALV y HERV-W inhibe el crecimiento de tumores de
carcinoma de pulmén humano inducidos en ratones inmunodeficientes (nude) (Lin, Salon, y cols.
2009), confirmando que la formacién de sincicios mediada por dichas proteinas es suficiente para
producir citotoxicidad al destruir las células tumorales y eventualmente eliminar el tumor. Por otro

lado, se ha descrito mediante ensayos in vitro que, la muerte celular producida como
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consecuencia de la formacién de sincicios corresponde a un tipo de muerte altamente
inmunogénica, durante la cual se liberan vesiculas tipo exosomas cargadas con antigenos
tumorales, llamados sinciciomas (Bateman, Harrington, y cols. 2002). Estos, han resultado ser
una eficiente fuente antigénica para la maduracion y activacién de células presentadoras de
antigenos capaces de activar a linfocitos CTLs, lo que podria conducir al montaje de una
respuesta inmune antitumoral in vivo (Linardakis, Bateman, y cols. 2002; Larmonier, Mérino, y
cols. 2006; Errington, Jones, y cols. 2006; Errington, Bateman, y cols. 2006). De forma similar, un
estudio de nuestro laboratorio demostrd que la deprivacién de nutrientes en células de melanoma
B16 que expresan la proteina ISAV-F produce cuerpos celulares (CBs-B16-ISAV) que sirven
como fuente antigénica para células presentadoras de antigenos in vitro. Estos cuerpos celulares
son captados y procesados por DCs llevando a su maduracién y a la posterior presentacion
cruzada de estos antigenos exdégenos por medio de moléculas MHC-I en la superficie celular, lo
gue podria activar a linfocitos CD8+. Ademas, la inmunizacién preventiva con CBs-B16-ISAV en
ratones induce un retraso en el crecimiento tumoral de melanoma B16 asociado a un aumento en
las poblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+ esplénicas (Morales, Barrera-Avalos, y cols. 2017).
Estos hechos demuestran la accién clave que juega el sistema inmune en el reconocimiento,
procesamiento y eliminacion de tumores al ser activado por restos celulares procedentes de

células que expresar proteinas de fusién viral.

En este estudio, el tratamiento con NP-ARV produjo un retraso en el crecimiento tumoral y
un aumento de la poblacion de linfocitos infiltrantes de tumor CD4+Foxp3+ (Treg) junto a un
aumento de la poblacion CD4+IFNy+ esplénica en ratones tipo silvestre. Por su parte, el
tratamiento con NP-ISAV no indujo cambios en las poblaciones evaluadas. La ausencia de una
clara variacién en las poblaciones celulares que demuestren el desarrollo de una respuesta
inmune puede tener relacion con la etapa del crecimiento tumoral en la cual dichas poblaciones
fueron evaluadas. Esto se basa en que la relacién tumor-sistema inmune, conocida como
inmunoedicién, describe tanto las acciones protectoras del huésped como las del sistema inmune

qgue no solo previenen, sino que también moldean el crecimiento tumoral (Vesely y Schreiber.
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2013; Kaja, Kiran, y cols. 2017). La capacidad de inmunoedicion del cancer es el resultado de
tres fases secuenciales que se denominan como las tres E de la inmunoedicion: Eliminacién,
Equilibrio y Escape. La primera representa el proceso de inmunovigilancia por medio del cual el
sistema inmune es capaz de reconocer y eliminar potenciales células tumorales. En la fase de
equilibrio, existe un periodo de latencia mediada por el sistema inmune, debido a la abolicion
incompleta del tumor durante la fase de eliminacion. Finalmente, ocurre el escape en el cual los
tumores que han superado las restricciones inmunolégicas impuestas en la fase de equilibrio
logran proliferar (Finn. 2012; Teng, Galon, y cols. 2015). Los factores externos pueden influir en
la direccionalidad del flujo de estas etapas, explicando por ejemplo, el efecto que tiene la
inmunoterapia en el crecimiento de tumores en pacientes con cancer (Schreiber, Old, y cols.

2011).

La curva de crecimiento de los tumores que recibieron tratamiento mostré que, en aquellos
en que se observd una respuesta, el volumen del tumor se mantuvo sin variacién durante
aproximadamente 10 dias post-tratamiento, a diferencia de lo ocurrido en animales no tratados
en los que el tumor aumento6 su volumen de forma considerable desde el dia cero. Esto sugiere
que el efecto observado podria deberse al desarrollo de una respuesta inmune antitumoral
gatillada por el tratamiento, lo que mantendria el desarrollo del tumor en una etapa de equilibrio.
Posterior a este periodo de equilibrio, se observé un cambio brusco en la pendiente de la curva
de crecimiento producto del rapido aumento del volumen tumoral, posiblemente debido a un
proceso de escape del tumor al efecto del tratamiento o a la accion del sistema inmune, que
habria mantenido bloqueado su desarrollo durante la fase de equilibrio. Nuestros resultados
muestran que el tratamiento con NP-ARV y NP-ISAV no solo conservaria el crecimiento del tumor
en una fase de equilibrio prolongada, sino que ademas, induciria la eliminacién del tumor, tal
como se observd en algunos ratones reporteros que lograron la erradicacion completa del tumor

posterior al tratamiento.

En base al andlisis de la cinética de crecimiento de los tumores, es posible que la

67



variacién en el porcentaje de las poblaciones inmunes tras el tratamiento con NP-ARV y la
ausencia de variacion tras el tratamiento con NP-ISAV, reflejen una respuesta inmune antitumoral
de fase tardia, cuya accion habria sido superada por las células tumorales llevando al crecimiento
del tumor. M&s aun, el aumento de la poblacion de linfocitos infiltrantes de tumor de tipo Treg
provocada por el tratamiento con NP-ARV, evidencia la existencia de un microambiente

protumoral al momento del andlisis (Tanaka y Sakaguchi. 2016).

Considerando estas observaciones, como siguiente paso seria importante evaluar las
poblaciones celulares efectoras de una respuesta inmune antitumoral en tiempos tempranos del
desarrollo del tumor, por ejemplo, durante la etapa de equilibrio; ademas de la evaluacién de otros
tipos celulares que tienen un rol importante en este tipo de respuesta, como los linfocitos natural
killer (NK) (Li, Dong, y cols. 2018). Este andlisis permitiria determinar el efecto del tratamiento
con NP-ARV y NP-ISAV sobre las poblaciones celulares inmunes durante el periodo de tiempo
en que esta ocurriendo una batalla entre el sistema inmune y las células tumorales, lo que podria

explicar el retraso del crecimiento tumoral en animales con tumores de melanoma.

El quitosano ha sido evaluado por su actividad antitumoral desde la década de los
ochenta, donde se observo que la administracion oral de oligo-derivados de quitosano en ratones
con tumores soélidos de Sarcoma 180 (Suzuki, Mikami, y cols. 1986) e intravenosa en ratones con
tumor Meth-A (Tokoro, Tatewaki, y cols. 1988) produjo una inhibicion de su crecimiento,
acompafnado de un aumento de IL-1 e IL-2 y una polarizacion a linfocitos T citotéxicos, en el caso
de tumores Meth-A. Desde entonces se ha estudiado como compuesto antitumoral frente a otros
tipos de tumores por administracién oral, intragastrica, intravenosa e intraperitoneal (Maeda, and
Kimura. 2004; Qi, and Xu. 2006). Mas aun, existen estudios recientes que proponen el uso de
quitosano como adyuvante para vacunas y drogas (Mori, Oleszycka, y cols. 2012; Li, Min, y cols.
2013; Lin, Lou, y cols. 2014; Carroll, Jin, y cols. 2016) debido a que ha demostrado que por si
solo seria capaz activar al sistema inmune. En ensayos in vitro, el quitosano ha mostrado activar

a células dendriticas (Carroll, Jin, y cols. 2016; Li, Dong, y cols. 2018) y macro6fagos (Bueter, Lee,
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y cols. 2011; Bueter, Lee, y cols. 2014) ocasionando la liberacién de IL-1B e IL-12, citoquinas
cruciales para la polarizacion de linfocitos CD4+ a linfocitos Th1 efectores y productores de IFNy,
importante citoquina de accién antitumoral (lkeda, Old, y cols. 2002). Por otro lado, se ha
observado que el tratamiento intraperitoneal con quitosano gatilla una respuesta inmune
antitumoral en modelo de melanoma murino B16 por medio de la accién de células dendriticas
que lleva a la activacion y accién de linfocitos natural killer (NK) altamente secretores de IFNy (Li,
Dong, y cols. 2018). Estos resultados proponen una relacion estrecha entre el quitosano y la

activacion del sistema inmune hacia la produccién de IFNy.

En esta tesis, el retraso en el crecimiento tumoral e incluso el caso de regresion completa
del tumor en ratones reporteros tras el tratamiento con quitosano, apoyaria la idea de que este
polimero podria inducir una respuesta celular antitumoral, posiblemente comandada por linfocitos
Th1. Mas aun, debido a que no se observaron diferencias entre el efecto en el crecimiento tumoral
producido por el tratamiento con quitosano y el con las nanoparticulas NP-ARV y NP-ISAV, es
posible que el quitosano (presente en todos los tratamientos) sea por si solo el responsable de
dicho efecto y que este estaria o podria estar mediado por la accién de poblaciones celulares
productoras de IFNy como Th1, basandose en el aumento de esta poblacién celular observado
en el bazo de ratones tratados con NP-ARV (ratones tipo silvestre) y con quitosano (ratones tipo
silvestre y reporteros). Para dilucidar si la respuesta observada es producto de la accion del
quitosano o también es potenciada por la presencia de vectores de expresion para las proteinas
de fusidn viral, es necesario evaluar si el tratamiento con NP-ARV y NP-ISAV permite la expresion
de las proteinas ARV-p10 e ISAV-F en el tejido tumoral, respectivamente. Junto a este andlisis y
considerando que in vitro en células B16, la expresién de estas proteinas indujo la formacién de
sincicios, es necesario también evaluar si estos son formados en el tumor in vivo, tal y como ha
sido determinado en estudios similares en tumores de carcinoma de pulmén humano tratados

para inducir la expresién de GALV-F (Lin, Salon, y cols. 2009).

Si eventualmente el retraso del crecimiento tumoral se debe solo al efecto del quitosano
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y no a la expresién de las proteinas de fusion en el tumor tras el tratamiento con las NP-ARV y
NP-ISAV, este hecho podria ser explicado en funcion de las caracteristicas fisicoquimicas del
quitosano, y por tanto de las nanoparticulas. Como se mencion6 previamente, el quitosano posee
grupos amino con carga positiva a pH acido, esencial para permitir su solubilidad. Si estos grupos
no se encuentran disponibles debido a su interaccion con los grupos fosfatos del DNA, como
ocurre en la estructura de las nanoparticulas, puede producirse una disminucion en la solubilidad
de los complejos. Si, simultaneamente aumenta el pH del medio, estas nanoparticulas pueden
formar agregados poco solubles (Buschmann, Merzouki, y cols. 2013). Considerando que para la
administracién intratumoral de las nanoparticulas estas fueron resuspendidas en buffer fosfato
salino pH 7,4, es posible que el tamafo, carga y/o solubilidad de las nanoparticulas, y
probablemente la dosis intratumoral inyectada, se hayan visto comprometidas. Esto ultimo podria
explicar la dispersion en los resultados de crecimiento tumoral y del porcentaje de las poblaciones
inmunes celulares observada en los ratones que recibieron tratamiento. Una alternativa para
aumentar la solubilidad de las nanoparticulas a pH neutro, es la modificacion de los grupos amino
del quitosano por la adicién de grupos trimetilo, generando polimeros de quitosano con distinto
grado de cuaternizacién (Mourya y Inamdar. 2009), lo que podria asegurar que las nanoparticulas
mantengan, en el PBS, la estructura necesaria para ser captadas por las células tras su inyeccion
intratumoral. Por otro lado, si bien el microambiente de tumores sélidos se caracteriza por una
mala perfusién, que junto a una elevada tasa metabdlica producen un ambiente acido (Zhang,
Lin, y cols. 2010), una condiciéon que podria evitar la posible agregacion de las nanoparticulas
planteada anteriormente, y asi asegurar su captacion e internalizacién por las células tumorales,

este fendbmeno es algo que debe ser comprobado.
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CONCLUSION

Los resultados expuestos en esta tesis demuestran, por primera vez, la utilizacién de
nanoparticulas de quitosano como método de transfeccidén eficiente para la expresion de
proteinas de fusion viral en células B16 de melanoma murino in vitro. La expresién de dos
proteinas de fusion de origen viral, ARV-p10 o ISAV-F, evidencioé su actividad fusogénica en
células de mamifero, una especie distinta al hospedero cominmente infectado por el virus que
las codifica (aves y peces, respectivamente), bajo condiciones de cultivo de pH y temperatura
distintas a las previamente descritas, en especial para ISAV-F. La disminucién en la viabilidad
celular observada tras la expresién de ambas proteinas las propone como una alternativa a la
expresion de la extensamente estudiada proteina GALV-F como estrategia para inducir la
destruccion de células tumorales como consecuencia de la formacién de sincicios. Asi mismo, el
efecto negativo producido en el crecimiento de tumores de melanoma murino tras el tratamiento
i.t. con CH, NP-ARV y NP-ISAV, junto al aumento de linfocitos Th1 en esplénicos, plantea su
posible uso como terapia complementaria contra melanoma. Sin embargo, surge la necesidad de
determinar si el tratamiento con NP-ARV y NP-ISAV permite la expresion intratumoral de las
proteinas ARV-p10 e ISAV-F, respectivamente, o si el efecto antitumoral observado se debe solo

a una accién propia del quitosano o a una respuesta del organismo frente a este.
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