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RESUMEN

El melanoma es un tipo de neoplasia que presenta un incremento en la incidencia en
comparacion a otros tipos de cancer. A la fecha se han desarrollado diversos
tratamientos que van desde quimioterapia hasta inmunoterapia, presentando la
tendencia a ser personalizados. Estudios recientes, han demostrado que w¢/ es un
buen blanco terapéutico para atacar el céncer, ademas, el Instituto Nacional del
Céncer en Estados Unidos, lo ubic6 como antigeno ideal de tumor. WT1 es altamente
expresado en células tumorales, como melanoma. La terapia con RNA de
interferencia, ha tomado gran auge en ultimos afos, sin embargo, la selectividad
celular es una de sus principales limitantes en la administracion de tratamientos
sistémicos. Estudios recientes han demostrado una mejora en la direccion de
tratamientos antitumorales cuando estos son acomplejados con transferrina, ya que
selectivamente estos complejos se dirigen a las células tumorales las cuales presentan
una alta expresion del receptor de la transferrina. Por ello, en este trabajo, realizamos
la evaluacion de un complejo conformado con liposomas estéricos guiados por
transferrina y conteniendo en su interior un plasmido codificante para un RNAIi
dirigido en contra de wt/. Su andlisis “in vitro”, mostr6 tener baja eficiencia de
transfeccion a células de melanoma murino B16F10, el cual fue debido al uso de
fosfolipidos pegilados. Posteriormente se llevo a evaluacion en un modelo “in vivo™”
inoculando células tumorales via subcutanea en ratones C57BL/6 y aplicando los
tratamientos via intravenosa. En los resultados se muestra un incremento en el peso
corporal de los ratones de 34% =+ 24.92% para el grupo sin tratamiento y de 41% =+
12.78 para el grupo Lip+RNAi+TT; para los grupos de Lip+RNAi y Lip+GFP+Tf se
observaron incrementos de 1.5 % = 12.97 y 10 % =+ 6.87 respectivamente, sin
observarse diferencia significativa entre grupos analizados. Estos dos ultimos grupos,
no presentaron ratones sobrevivientes al dia 30 en que finalizé en ensayo. En el
analisis del volumen tumoral, se observdé una disminucién en el promedio del
volumen tumoral de 5981 mm” + 2099 para el grupo Lip+RNAi+Tf, en comparacion
al grupo sin tratamiento que presentd un volumen promedio de 7871 mm’ + 2087. En

el analisis del peso final del tumor, se observéd una reduccion de 5.5 g = 0.87 de peso
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para el grupo Lip+RNAi+Tf en comparacion a 8.8 g + 0.30 para el grupo sin
tratamiento. En el andlisis de supervivencia, se observd un incremento en los
porcentajes de supervivencia el cual corresponde a los valores de 62 % para el grupo
Lip+RNAi+Tf en comparacion al 22 % del grupo sin tratamiento. Finalmente, en un
analisis de expresion relativa de wt/, se observo una disminucion en la expresion de
wtl, al cual le corresponden los valores de 0.2145 + 0.2867 para el grupo
Lip+RNAi+Tfy 1,809 + 2.4937 para el grupo sin tratamiento. Con estos resultados,
se demostro que la aplicacion via sistémica del complejo Lip+RNAi+Tf puede atacar

células tumorales de manera sistémica.
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ABSTRACT

Melanoma is a tumor type which has an increased incidence compared to other
cancers. To date, several treatments have been developed as chemotherapy and
immunotherapy, presenting a tendency to be customized. Recent studies have shown
that WTT1 is a good therapeutic target and in addition, the National Cancer Institute,
ranked it as the ideal tumor antigen. WT1 is highly expressed in tumor cells such as
melanoma. Therapy RNA interference, has prospered in recent years, however, one
of its main limitations are the cell selectivity and transportation via systemic. The
transferrin protein is a major in the direction of systemically administered treatments
because it tends to prefer to cells with high expression of the transferrin receptor, in
which is highly expressed in tumor cells. Therefore, in this paper, we conducted the
evaluation of a complex of liposomes steric guided by transferrin and containing
inside a plasmid encoding an RNAI directed against w¢/. Analysis "in vitro" showed
low transfection efficiency in B16F10 murine melanoma cells, due to the use of
pegylated phospholipids. Then an "in vivo" model was evaluated inoculating tumor
cells subcutaneously in C57BL/6 mice using intravenous treatments. Results in an
increase in body weight of 34% (£24.92%) for the untreated group and 41% (£12.78)
for Lip+tRNAi+Tf group; for groups Lip+RNAi and Lip+GFP+Tf shown increments
of 1.5% (£12.97) and 10% (£6.87) respectively. No significant difference was
observed between groups analyzed. Lip+tRNAi and Lip+GFP+Tf groups no presented
survivors at day 30 mice that ended in trial. In the analysis of tumor volume, a
decrease of 5981 mm’ (£ 2099) for was observed in comparison to untreated group
that presented a value of 7871 mm’ (+ 2087). In the final weight of the tumor
analysis, a reduction of weight was observed, corresponding to 5.5 g (+ 0.87) for
Lip+RNAi+Tf compared to 8.8 g (= 0.30) for the untreated group. In a survival
analysis was observed an increase of survival in which corresponds to 62% for
Lip+RNAi+Tf compared to 22% in the untreated group. Finally, an analysis of
relative expression of wtl, shown a decrease in the expression of wtl, in

Lip+RNAi+Tf corresponding to 0.2145 (+ 0.2867) folds and 1.809 (£2.4937) folds
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for the untreated group. Results showed the systemic application of Lip+RNAi+Tf

complex attack tumor cells seeded in the subcutaneous layer.
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1. INTRODUCCION

El cancer es una enfermedad con una alta tasa de mortalidad. En la lucha contra el
cancer, se han obtenido grandes logros, debido a la tendencia a realizar tratamientos
personalizados, adicionando al desarrollo de nuevas tecnologias que mejoran el
diagnostico. En la actualidad, ciertos tipos de cancer con alta incidencia han llegado a
ser controlados, disminuyendo su mortalidad, como por ejemplo en cancer de mama,
cancer cervicouterino y cancer de pulmon, sin embargo, otras neoplasias presentan
incrementos en las tasas de incidencia y mortalidad, como lo es el melanoma.
Melanoma es una neoplasia muy agresiva que presenta una baja supervivencia
cuando es diagnosticado en etapas avanzadas. El desarrollo de nuevos agentes
terapéuticos ha mejorado la respuesta, sin embargo, la mayoria de los tratamientos
tienden a presentar graves efectos secundarios. La terapia con RNA de interferencia
es una nueva modalidad terapéutica en estudio. Esta ha tomado gran relevancia en
tiempos recientes, ya que con esta metodologia se puede modular la expresion génica
de marcadores tumorales. Una proteina la cual merece estudio es WT1, ya que
recientemente se le ha involucrado en nuevos procesos de la carcinogénesis tales
como angiogénesis y quimio-sensibilizacion. Un trabajo reciente “in vivo” en el cual
se administré un RNA de interferencia en contra de wtl, se observo una reduccion en
la masa tumoral, ademas de una reduccion del numero de vasos sanguineos. En otro
trabajo “in vitro”, empleando el mismo RNAIi se observo que el silenciamiento del
RNAm de wtl, sensibilizaba las células tumorales a los agentes quimioterapéuticos
convencionales, ampliando asi su uso terapéutico.

Una de las limitantes para este tipo de terapia, es su administracion sistémica. Los
liposomas podrian ofrecer una alternativa como via de administracion, debido a que
pueden ser dirigidos por ligandos y asi realizar la entrega de drogas, proteinas y
material génico. Uno de los ligandos ampliamente usados en la direccion de drogas
anti-cancer ha sido la transferrina (Tf) o anticuerpos que reconocen al receptor de la
transferrina (TfR), ya que TfR se encuentra altamente expresado en células
tumorales, por ello, en este trabajo, nos planteamos la administracion de liposomas

cargados con un RNAI en contra wt/ y dirigidos por la transferrina administrados via




sistétmica con la finalidad de atacar células tumorales a distancia, empleando un

modelo murino.




2. ANTECEDENES

El cancer en sus diferentes modalidades, es una enfermedad que representa una de las
primeras causas de muerte a nivel mundial y se distingue por no diferenciar edad,
estatus econdémico, sexo o tipo de raza. El cancer se define como un conjunto de
enfermedades caracterizado por el crecimiento y diseminacion incontrolado de
células anormales. Las células cancerigenas se caracterizan por tener desordenes
genéticos involucrados en los procesos de proliferacion y muerte celular programada,

adquiriendo capacidad de diseminarse a otras partes del cuerpo.

2.1 Epidemiologia del cancer

El nimero de muertes por cancer a nivel mundial presenta una incidencia al alza. Tan
solo en el 2012, fueron estimadas 14.1 millones de nuevos casos de cancer a nivel
mundial, 7.4 millones se presentaron en el sexo masculino y 6.7 millones en el sexo

femenino.

La incidencia de los tipos de cancer mas frecuentes a nivel mundial (presentados en
ambos sexos y sus porcentajes tomados del total de canceres) son: el cancer de
pulmén con 13%, cancer de mama con 12%, céancer intestinal con 10%, cancer de

prostata con 9% y cancer de estomago con 8% (Figura 1).
Fig 1. Los 10 mdas comunes tipos de cancer diagnosticados(*)
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En el afio 2012, la mortalidad por cancer, fue estimada en 8.2 millones de muertes al
afo a nivel mundial, de las cuales 4.7 millones corresponden al sexo masculino y 3.5
millones al sexo femenino. Los tipos de cancer con mayor mortalidad a nivel mundial
son: cancer de pulmoén con 19 %, cancer de higado con 9 %, cancer de estbmago con
9 %, cancer intestinal con 8 % y cancer de mama con 6 % (Ferlay J, et al. 2013)

(Figura 2).
Fig 2. Los 10 mdas comunes tipos de cancer que causan muerte (*)
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* Estimaciones realizadas en el afio 2012.
Numero total y porcentajes de muertes por cancer al afio, a nivel mundial.

El descubrimiento de nuevos medicamentos y nuevas tecnologias de diagndstico, han
logrado reducir la tasa de mortalidad en las neoplasias de mayor incidencia y
mortalidad, sin embargo, algunas otras neoplasias han presentado un incremento

gradual en incidencia y mortalidad, tal y como ocurre con melanoma.

2.2 Melanoma
Melanoma es un tipo de cancer de la piel, y constituye el 1.6 % en incidencia anual
estimada en el 2012 y anualmente constituye el 0.7 % de muertes del total de

pacientes por cancer. (Ferlay J, et al. 2013)

El melanoma tiene como origen celular los melanocitos, que son las células que se
encuentran entre la dermis y epidermis. Los melanocitos también son encontrados en
ojo, (Figura 3). La funcion normal de los melanocitos es ofrecer protecciéon contra

rayos UV contenidos en los rayos solares por medio de la formacién de un pigmento
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denominado melanina. Personas que normalmente estdn mas expuestas a los rayos

solares, tienden a presentar mayor pigmentacion por melanina.

Cabello /

Melanocitos ~

A
Epidermis
Nervio
2-4 mm
~ Dermis
Glandula
sebacea
Y
Vasos - Capa de grasa
sanguineos
Figura 3.- Diagrama de la estructura de la piel Copyrigth @ CancerHelp UK.

El melanoma no es uno de los tipos de cancer con mayor incidencia, ni mortalidad en
comparacion con el total de incidencia en casos y muertes por cancer a nivel mundial,
sin embargo, en las ultimas cuatro décadas, se ha presentado como uno de los
canceres con un constante incremento en la incidencia y principalmente en poblacion

caucasica (Nikolaou y Stratigos 2014; Parker et al. 1996; Greenlee et al. 2001).

La incidencia de melanoma varia geograficamente presentandose con una mayor
incidencia en Australia, Estados Unidos, Canad4 y paises de la region europea (Ferlay
J, etal. 2013).

Su incidencia se ve afectada por factores de riesgos propios de la neoplasia tales
como el color de piel, edad, exposiciéon natural a los rayos solares, exposicion

artificial a rayos UV, nevos multiples y factores genéticos (Williams et al. 2014).
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La supervivencia de melanoma estimada segiin la American Cancer Society varia
segun la etapa de diagndstico. La supervivencia estimada de melanoma en etapas
tempranas (I y II) a 5 afios estd entre 53 a 97% y en etapas tardias entre un 78% y
15% (ver Tabla 1). Otra forma de estimacion de la supervivencia es en consideracion
al tamano del grosor en la invasion del melanoma a través de la piel, de los cuales se
considera que los melanomas de 1mm de profundidad son pequefios y presentan poca
capacidad de migracion. Para melanomas entre 1.5 mm y 4 mm se ha observado que
presentan una supervivencia estimada a 5 afios de 70% en comparacion al 45% de

supervivencia en pacientes con melanomas mayores de 4 mm (Breslow, 1970).

Tabla 1. Supervivencia estimada a 5 y 10 afios en pacientes con

melanoma.
SUPERVIVENCIA ESTIMADA
ETAPA 5 ANOS 10 ANOS
Etapa IA: 97% 95%
Etapa IB: 92% 86%
Etapa ITA: 81% 67%
Etapa IIB 70% 57%
Etapa IIC: 53% 40%
Etapa IIIA: 78% 68%
Etapa IIIB: 59% 43%
Etapa IIIC: 40% 24%
Etapa IV: 15-20% 10-15%

Los siguientes porcentajes de supervivencia estin basados en casi 60,000 pacientes que
fueron parte del AJCC Melanoma Staging Database de 2008 (American Cancer
Society).

*La tasa de supervivencia es mayor para los cianceres en etapa IIIA que para algunos
canceres en etapa II. Es probable que esto se deba a que el tumor principal (primario)
a menudo es menos avanzado para los cinceres en etapa IIIA, aunque esto no esta
claro.

2.3 Melanoma en México

En México, no existe como tal un registro tnico en el pais, debido a la falta de alta en
el Registro Histopatoldégico de Neoplasias Malignas por algunos laboratorios de
diagnéstico, dificultando asi, obtener un nlimero confirmatorio de nimeros de casos,
incluyendo que probablemente grupos de pacientes ni siquiera acuden a recibir
atencion médica (Jurado-Santa Cruz et al. 2011; Arias Soto et al. 2012). Sin embargo,
se han reportado incidencias en algunos reportes, tales como el realizado por Parada

J. en 1998, donde estim6 una incidencia de melanoma en 1.01 casos por cada 100 000




habitantes (Parada el al. 2003), posteriormente en el 2008, la Secretaria de Salud
report6 una tasa de mortalidad de 1.2% por cada 100 000 habitantes.

En el periodo de 1986 a 1995, un estudio realizado por el Instituto de Seguridad y
Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado (ISSSTE) del estado de Sonora,
registré 60 casos de cancer de piel de los cuales 76% corresponden a carcinoma

basocelular, 15% a espinocelular y 6.6% a melanoma (Correa-Aranda. 1996).

Otro trabajo realizado durante 1995 y 2005 en el Hospital General “Dr. Manuel Gea
Gonzalez” reportaron 1326 casos de cancer de piel de los cuales 67% corresponden a
basocelular, 19% a espinocelular y 8% de melanoma (Reyes-Martinez. 2007). En un
estudio realizado en el estado de Zacatecas durante los afios 1998 al 2007 reportaron
731 casos de cancer de piel, de los cuales 62.1 % corresponden a carcinoma
basocelular, 26.3% a espinocelular y 11.8 % a melanoma, presentado una incidencia
de 1.4 por cada 100 000 habitantes (Pinedo-Vega et al. 2014). En este ultimo trabajo
realizado en el estado de Zacatecas, concluyen que las comparaciones de las
incidencias de Parada en 1998 de 1.01 casos de melanoma por cada 100 000
habitantes y la obtenida por su grupo de trabajo de 1.4 casos por cada 100 000
habitantes es superior a la tasa estimada de 0.4 casos por cada 100 000 habitantes
para paises en vias de desarrollo, explicando la falta de estudios epidemioldgicos

concluyentes en paises de América Latina (Pinedo-Vega et al. 2014).

2.4 Clasificacion del melanoma
El melanoma que se presenta en la epidermis puede crecer en dos planos, horizontal y

vertical. Para su clasificacion histologica son empleadas las clasificaciones:

Clasificacion de Clark: el cual se divide en 5 niveles dependiendo de la profundidad
del tumor. De los cuales los primeros 2 son considerados como superficialmente

invasivos y los niveles 3 al 5 son considerados profundamente invasivos (Ver Tabla

2)




Tabla 2. Clasificacién de Clark para melanoma

Nivel Descripcion
1 in situ: el tumor se encuentra presente sobre la membrana basal
2 es cuando el melanoma se extiende hacia la dermis papilar
3 es cuando el tumor invade y llena la dermis papilar extendiéndose hacia la dermis
reticular, pero sin atravesarla
4 es cuando el tumor invade la dermis reticular
5 es cuando el tumor se extiende hacia la grasa subcutanea

La otra clasificacion empleada es la de Breslow: la cual clasifica en base al grosor del

tumor y lo clasifica en 4 categorias (Figura 4):
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T4> 4 mm
=S — Epidermis l I
5 = - Z
= 2. ] . _
@ g—_* ~ dermis papilay l I (<b
512 = 3
2 dn —|tumor l 1] ;
g o. ..... rescsssss d,e.r.'n.isreti.cu.l.a.r ................. w .
= IV A
@ < o
v . —_ ”
A =
o | i Ae]idO graso subcutaneo .
ZIlL A A A A A A A A AR

Figura 4. Esquema de la clasificacién de melanoma invasivo.

Las formas clinico-patoldgicas de melanoma cutdneo en relacién a la localizacion

anatdmica y a su evolucion se clasifican en:

Melanoma de extension superficial: se encuentra en una frecuencia del 70% de los
casos de melanoma. Afecta principalmente pacientes jovenes en areas del cuerpo que
son expuestas al sol como las piernas en mujeres y torso en hombres. La lesion

clinica suele ser una placa pigmentada, palpable, de 1 a 2,5 cm de didmetro, de color
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marrdén oscura, negra o parduzca, que puede presentar areas claras que reflejan

regresion tumoral.

Melanoma nodular: es la segunda forma mas frecuente de melanoma, representa de
un 10-15% de los casos. Presenta una fase de crecimiento corta de entre 6 y 18 meses.
Clinicamente aparece como una lesion papulo-nodular de entre 1 y 2 cm de diametro,

pigmentada, de coloracién marrén oscura, negra con areas sonrosadas.

Lentigo Melanoma: aparece como una lesion pigmentada en areas expuestas con
dafio solar intenso, especialmente en cara y el cuello de personas mayores. La
incidencia anual de lentigo maligno se situa entre 1 y 1,5 por cada 100.000
habitantes, con un porcentaje en aumento, que lo situa entre el 4 y el 15% de los

casos de melanoma.

Melanoma lentiginoso acral: es el menos frecuente, representando un 2-8% de los
melanomas y es mas frecuente en personas de raza negra y asiaticos. Esta forma se

localiza en palmas, plantas, y region periungueal.

Melanoma de mucosas: pueden localizarse en las mucosas genital, oral o
conjuntival. Suelen tener una fase de crecimiento radial o pagetoide semejante a la

del melanoma de crecimiento superficial.

Melanoma desmopldsico: es poco frecuente, se presenta clinicamente como una
lesion banal, que posteriormente desarrolla un tumor profundo, fibroso, con
predominio de células fusiformes, caracterizado por una tendencia a las recidivas
locales multiples y con gran capacidad de infiltracién local mientras que el riesgo

desarrollo de metastasis es similar o mas bajo que las formas de melanoma.




2.5 Factores de riesgo

2.5.1 Radiacion solar

Exposiciones a periodos largos a radiacion solar conteniendo luz ultra violeta (UV),
ha demostrado presentar efectos dafiinos sobre la piel, ya sea por medio de
mecanismos directos e indirectos, como la formaciéon de dimeros de ciclobutano
pirimidina, mutaciones genéticas, inmunosupresion y estrés oxidativo (Kanavy y
Gerstenblith. 2011). Este fenomeno se ha observado en el incremento a desarrollar
melanomas en poblaciones que antes estaban expuestas a menor cantidad de
radiaciéon UV y que migran a lugares con mayor cantidad de radiacion UV (Holman y

Armstrong 1984; Autier et al. 1997).

2.5.2 Exposicion a radiacion UV artificial

En las ultimas 2 décadas, ha tomado mucha popularidad en mujeres y hombres
jovenes de piel blanca, el empleo de camas de exposicion a radiaciéon UV con la
finalidad de tonificar el color de piel. Esto ha reflejado un incremento en el ntimero

de casos de melanoma en pacientes jovenes (Veiered et al. 2010).

2.5.3 Factores de riesgo genéticos

Las mutaciones en BRAF es una de los principales dafios genéticos encontrados en
melanoma, detectandose en un 50% de los casos. Estas mutaciones se detectan
tipicamente en lesiones que surgieron en partes anatdmicamente expuestas a

radiacion UV (Thomas et al. 2007; Besaratinia y Pfeifer 2008; Edwards et al. 2004).

Mutaciones o amplificaciones en c-Kit (presentes en el 6 al 7% de los melanomas en
las personas blancas o asidticas) y amplificaciones del gen de la ciclina D1 son
comunmente detectadas en melanomas acrales y mucosales que estdn expuestas a

radiacion solar cronica (Hodi et al. 2008).

A la fecha se han descrito diversas mutaciones en genes involucrados en la
proliferacion celular, tales como mutaciones en el gen BAP1 (proteina 1 asociada a

BRCA) es encontrado en familiares con casos de melanoma uveal y cutaneo (Wiesner

etal. 2011).
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Algunos polimorfismos provocan la pérdida de la funcion del gen MCIR (gen
receptor de melanocortina), causando cambios en la melanogénesis de la eumelanina,
lo cual crea un fenotipo de pelo rojo, piel blanca y pecas lo cual es susceptible a

inducir melanoma (Valverde et al. 1995).

NRAS (homologo del oncogén viral RAS [v-ras] del neuroblastoma) fue el primero
de los oncogenes descritos en melanoma. Mutaciones en NRAS son frecuentes en
aproximadamente el 15 a 20% de los melanomas. La mayoria de las mutaciones
NRAS se encuentran en el codon 61 la cuales alteran la actividad enzimatica para
convertir GTP a GDP. Otras mutaciones menos frecuentes se encuentran en el codon
12 y 13 las cuales no permiten que se lleve a cabo la asociacion de actividad GAPasa
de las proteinas (GAP), que aceleran el débil potencial hidrolitico de RAS. Como
resultado, las NRAS permanece activo induciendo la proliferacion e incrementando

la supervivencia y la motilidad celular (Posch y Ortiz-Urda. 2013).

Mutaciones en CDK4 (cinasa 4 dependiente de ciclina) son encontradas en el 4% de

los melanomas, preferentemente en los melanomas mucosos y acrales. (Curtin et al.

2005; Stark y Hayward 2007)

2.6 Diagnéstico

El diagnodstico de melanoma ocurre primordialmente cuando la persona presenta
signos y sintomas propios de la enfermedad. Por lo general el médico revisa el
historial clinico, preguntando cuando apareci6 el cambio en la piel del paciente, si ha
cambiado de tamafio o apariencia, si causa algin sintoma como dolor, comezon,
sangrado etc., si la persona estuvo expuesta a algin factor de riesgo tales como

quemaduras y bronceado, y si hay algun factor de riesgo en familiares.

Posteriormente se realiza un examen fisico observando la cantidad de lunares,
tamafio, forma e intensidad de pigmentacion. También se lleva el examen de ganglios
cercanos al lugar de sospecha, ya que frecuentemente provocan un aumento en
tamafio, posiblemente sospechando que el melanoma pudo ya haberse propagado.

Posteriormente un especialista realizard una técnica llamada dermatoscopia, con la

(1]



finalidad de visualizar la piel con mayor claridad. Esta imagen puede ayudar a

discernir si la mancha en la piel analizada es benigna o si requiere la toma de biopsia.

Biopsias de piel pueden ser tomadas por raspado, por puncién o por incisiéon y
escision (siempre y cuando se sospeche que aun se encuentra localizado en la piel).
Posteriormente esta biopsia serd analizada por un anatomopatologo quien confirmara
el tipo de tumoracion. En caso de sospechar que el melanoma se ha propagado a otro
lugar, es sugerida la toma de biopsia por medio de puncién de aguja guiada por
alguna técnica de imagenologia, las cuales proporcionan su localizaciéon y direccion
de toma de biopsia. Las técnicas de imagen empleadas van desde el uso de rayos X
en torax (con la finalidad de ver si se ha propagado a pulmones), tomografia
computarizada la cual provee imdagenes transversales detalladas del cuerpo,
mejorando su busqueda en tejidos blandos, ya sean ganglios agrandados, pulmones e
higado, que son los lugares mas frecuentes de metéstasis de melanoma. Otra opcion
es la obtencion de imégenes por resonancia magnética en la cual se emplean ondas de
radio y potentes imanes para realizar la captura de iméagenes. Esta técnica al igual que
la tomografia computarizada, ofrecen una mejoria en la visualizacion de tejidos

blandos, ademéas proporciona imagenes de cerebro y medula espinal.

Otra opcion es la tomografia por emision de positrones (PET). Esta técnica se basa
en aprovechar el incremento en el consumo de un radiofirmaco de las células
cancerosas. La técnica consiste en el envid de un radiofarmaco aplicado via sistémica,
la cual marcara preferentemente a las células tumorales al igual que algunos tejidos
con alta demanda de glucosa. Posteriormente se realizara la toma de imagenes las

cuales deberan ser interpretadas por un especialista radidlogo.

2.7 Tratamientos para melanoma

Melanoma es una neoplasia que puede invadir cualquier 6rgano, pero presenta
predileccion por hacer metastasis a pulmon, higado, cerebro y ganglios linfaticos. En
pacientes con metastasis en ganglios linfaticos y/o subcutdneos presentan una media

de supervivencia 11 meses, metastasis pulmonares presentan una mediana
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supervivencia de 8 a 10 meses y estas anteriores tienen un mejor prondstico que
aquellos con el sistema nervioso central, y las metéstasis hepaticas con una mediana

supervivencia de 2-4 meses.

El melanoma diseminado préacticamente es incurable, sin embargo, a la fecha existen
modalidades para el tratamiento de melanoma como lo son la escision quirtrgica,
quimioterapia sistémica, radioterapia, inmunoterapia, vacunacion y terapias con

bioldgicos, que han ayudado a incrementar el tiempo de supervivencia.

2.7.1 Cirugia

La cirugia es practicada principalmente en pacientes con metastasis. Algunas veces la
cirugia se ve reflejada en un incremento en la supervivencia a largo plazo, y es debido
a la reseccion quirurgica y localizacion de las metéstasis en un solo organo, sin
embargo, la reseccion es limitada al tipo de drgano afectado. Un estudio reciente en el
2002 mostré que 263 pacientes sometidos a reseccion de metastasis a distancia
presentaron una tasa de supervivencia a 5 afios del 19% y sin recibir terapia post-
operatoria, dejando ver la importancia de la reseccion quirurgica de melanoma

(Hsueh et al. 2002).
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2.7.2 Inmunoterapia

Es sabido que existe una correlacion inversa entre el prondstico y el grado de
infiltracion linfoide del tumor primario, sugiriendo que la inmunidad de huésped
juega un papel importante en la respuesta contra tumor (Day et al. 1982; Balch et al.
1982). A la fecha, la inmunoterapia ha sido cuestionable y por ello, pocos estudios en
fase III indican una mejoria cuando se usa en combinacién con quimioterapia, pero
presentando toxicidad y disminucion de la calidad de vida (Eton et al. 2002;

Rosenberg et al. 1999).

Desde su obtencién y produccién via recombinante de la citocina IL2, ha sido
ampliamente evaluada en modelos tumorales (Grimm et al. 1982). Esta citocina
puede activar linfocitos granulados para destruir una gran variedad de tumores
humanos, sugiriendo asi su capacidad antineoplasica. La IL2 ha sido empleada en
sistemas de transferencia de inmunidad adoptiva, observdndose un incremento en la
actividad antitumoral en melanoma, carcinoma renal y carcinoma colorectal
(Rosenberg et al. 1985). En pacientes con melanoma, los tratamientos con IL2 con
metastasis visceral fueron observados resultados clinicos desfavorables, sugiriendo
realizar mejoras en la seleccion por medio de parametros clinicos (Tartour et al.

1996).

El interferon alfa-2b es una de las primeras terapias médicas adyuvantes para
pacientes con reseccion quirtrgica de melanoma de alto riesgo metastasico. Su
funcion es ligada a la expresion del complejo mayor de histocompatibilidad del tumor
(MHC) y sobre la funcién de las células T del huésped, las células NK, y células
dendriticas. La FDA en 1995 aprobo el interferon a-2b en altas dosis para el
tratamiento adyuvante de pacientes con melanoma que hayan sido sometidos a
reseccion quirurgica total, y que se consideran en alto riesgo de recaida (estadios 1IB,
IIC, y III). A la fecha estudios aleatorizados, prospectivos y multicéntricos del
tratamiento, han encontrado que el interferon a-2b sencillo y pegilado aplicado en
altas dosis, mejoran la supervivencia sin recaida, pero no la supervivencia general

(Foletto y Haas 2014).
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Otro agente aplicado en inmunoterapia contra melanoma es el Ipilimumab (MDX-
010, Yervoy; Bristol-Myers Squibb), que es un anticuerpo monoclonal humano
dirigido en contra del antigeno CTLA-4, este fue recientemente aprobado por la FDA
(Food and Drug Administration) para el tratamiento de metastasis de melanoma. Su
funcidn radica en inhibir la inmunotolerancia e inducir la regresion tumoral, tanto en
etapas tempranas y tardias de la enfermedad. Su aplicacién ha sido dirigida en
combinacion con péptidos antigénicos especificos de melanoma. Un trabajo reciente
en fase III, empleando el anticuerpo ipilimumab y una vacuna de melanoma
(denominada gp100) mostraron incrementos promedios de 10 meses de sobrevida en
el grupo de pacientes tratados con la combinacion del anticuerpo Ipilimumab y la
vacuna gpl00, y a 10.1 meses de supervivencia en pacientes tratados solo con el
anticuerpo Ipilimumab en comparacion a 6.4 meses de sobrevida al grupo de
pacientes tratados solo con la vacuna. Sin embargo, de un 10% a un 15% de los
pacientes presentaron efectos adversos a nivel del sistema gastrointestinal, a nivel de
la piel, en higado y a nivel endocrino, sugiriendo que en su administracion se emplee
una vigilancia cuidadosa y en algunas ocasiones sea necesario el empleo de terapias

inmunosupresoras (Lipson y Drake. 2011).

PD1 es un receptor que pertenece a la familia de CD28 y es expresado en linfocitos T
y B, ademdas de monocitos, células NK y en linfocitos infiltrantes de tumor. El
receptor PD1 (receptor de muerte programada 1) y sus ligandos PD-L1/2 son la llave
de muchos tumores para evadir la respuesta inmune debido a que ciertos tumores
presentan alta expresion de PD-L1. Actualmente la FDA ha aprobado dos anticuerpos
denominados nivolumab y pembrolizumab, estos se unen al receptor PD1 bloqueando
la represion de la respuesta inmune y asi favoreciendo la presentacion de antigeno y
el reconocimiento del mismo. Estos anticuerpos han presentado mejor respuesta en
comparacion a la quimioterapia en termino de tasa de respuesta; ademds, han
presentado mejor respuesta en termino de tiempo de progresion en comparacion con
pacientes tratados con ipilimumab o inhibidores de BRAF (Gajewski et al. 2010;
Dolan y Gupta. 2014).
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2.7.3 Quimioterapia
El vemurafenib es un farmaco clasico, inhibidor selectivo de cinasa V600OE en BRAF,
en presentacion oral y su indicacidon estd limitada a los pacientes con mutacion

V600E en BRAF, identificada mediante un examen aprobado por la FDA.

Otros de los farmacos clasicos son el dabrafenib, (inhibidor selectivo de BRAF), en
presentacion oral, aprobado por la FDA en 2013 (Hauschild et al. 2012, Grob et al.
2014). El trametinib (inhibidor selectivo de MEKI y MEK?2), en presentacion oral,
que aprobo la FDA en 2013 para pacientes con melanoma irresecable o metastasico

con mutaciones V60OE o K en BRAF.

Melanomas mucosos o acrales con mutaciones activantes o amplificaciones de c-KIT
pueden ser sensibles a una variedad de inhibidores de c-KIT tales como imatinib
nilotinib y sorafenib (Hodi et al. 2008; Guo et al. 2011; Carvajal et al. 2011;
Hatzivassiliou et al. 2010; Poulikakos et al. 2010; Su et al. 2012).

Otro farmaco es la decarbazina, este fue el primer fairmaco aprobado por la FDA en
1970 para el tratamiento de melanoma metastasico. La decarbazina actua a través de
la alquilacion del DNA formando uniones entre las hélices evitando su
desnaturalizaciéon, dafiando asi, la sintesis de DNA. En ensayos de fase III, la
decarbazina presentd una tasa de respuesta general de 10 a 20% y se observo
remision completa en escasas ocasiones (Chapman et al. 1999; Middleton et al. 2000;
Avril et al. 2004; Robert et al. 2011; Sosman et al. 2012; Hauschild et al. 2012).
Cuando se us6 como grupo control en ensayos recientes para el registro de
ipilimumab y vemurafenib en pacientes con melanoma metastdsico sin tratamiento
previo, la decarbazina mostr6 ser inferior en relacion con la supervivencia general.
Temozolomida es otro alquilante administrado oralmente, y presenta efectos similares

a la decarbazina intravenosa (Middleton et al. 2000; Sosman et al. 2012).
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2.8 Marcadores tumorales

Los marcadores tumorales son sustancias y/o moléculas que son producidas por las
células tumorales o por otras células en respuesta al cancer u otras afecciones
benignas. Algunos de estos marcadores tumorales son producidos por células
normales, sin embargo, en células anormales suelen encontrarse en concentraciones
mayores. Estos marcadores suelen encontrarse en orina, sangre, heces fecales, en

tejido u otros liquidos corporales.

Existen marcadores especificos para cada tipo de tumor y algunos son expresados en
multiples neoplasias. El conocimiento de sus funciones tiene multiples aplicaciones
tales como el diagndstico de la neoplasia, prondstico de la enfermedad, evolucion de
la enfermedad, tipo de tratamiento a seguir, como molécula de direccion terapéutica,
entre otras funciones. Algunos de los marcadores tumorales tienen funciones
especificas en la célula, la mayoria de ellos trata de factores de crecimiento,

receptores nucleares, inhibidores de la apoptosis, marcadores de angiogénesis.

Algunos de los marcadores comunes en cancer son:

. Her2/meu. - que es un receptor transmembranal tipo tirosina-cinasa, esta
proteina frecuentemente es encontrada en cancer de mama, cancer de estdbmago

y cancer de esofago (Appert-Collin et al. 2015).

. EGFR. - que es un receptor transmembranal tipo tirosina-cinasa, este
marcador frecuentemente es encontrado en céncer de pulmén de células no

pequenas (Appert-Collin et al. 2015).

. Receptor de estrogenos (RE) y receptor de progesterona (RP)- estas
proteinas actian como receptores nucleares que inducen proliferacion celular.
Frecuentemente son expresados en cancer de mama y son usadas para

determinar tipo de terapia dirigir (Lumachi et al. 2015).

. Mutacion de BRAF (V600): es una proteina serina/treonina cinasa que se

encarga de activar la via MAP cinasa. Esta mutacion es encontrada en melanoma
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y cancer colorrectal. Se emplea para pronosticar la reaccion a terapia (Ascierto et

al. 2012).

En la actualidad, multiples herramientas como la protedmica y andlisis de
microarreglos, han elucidado el papel biologico de tales marcadores en el proceso de
carcinogénesis, sin embargo, aun es importante ampliar la blisqueda de nuevos

marcadores e investigar cudl es el papel bioldgico que juegan durante el cancer.

Recientes trabajos sobre el rol de la proteina WT1 en cancer, han tomado gran
importancia debido a las propiedades biologicas ejercidas por este factor de

transcripcion, ademas de ser encontrado en altos niveles en multiples tipos de tumor.

2.9 El gen wtl

La proteina de wtl es un factor de transcripcidon involucrado en la diferenciacion
celular, proliferacion y apoptosis (Davies et al 1998; Mayo et al 1999). El gen se
localiza en el cromosoma 11p13 y es constituido por 10 exones, generando un RNAm
de 3.5 kb. En el extremo amino terminal de la proteina, se encuentra un dominio de
transactivacion rico en prolina y glutamina (Haber et al. 1990; Gessler et al. 1992), un
dominio de dimerizacion y un dominio de represion. En el extremo carboxilo
terminal se presenta un dominio de unién a DNA el cual es conformado por cuatro

dedos de zinc tipo Kruppel.

El gen de wt/ posee tres inicios distintos de la traduccién generando tres proteinas
con pesos moleculares de 36-38 kDa, 52-54 kDa y 60-62 kDa. Ademas, posee dos
splicing alternativos; el primero de ellos se encuentra en el exon 5 el cual elimina o
inserta 51 pb (17 aa) y el segundo de los splacing se encuentra en el exén 9 el cual
inserta o elimina 9 pb, denominado KTS (Lys-Thr-Ser) (Kumar-Singh et al. 1997;
Kumar-Singh et al. 1998; Mrowka y Schedl 2000). (Figura 5).
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Figura 5. Estructura del gen wrl

Wt inicialmente fue descrito como gen supresor de tumor debido a que se encuentra
mutado o deletado del 10 al 15% de los tumores de Wilms, el cual se describe como
un nefroblastoma pediatrico que presenta una incidencia de 1 por cada 10,000 nifios,
segun estadisticas realizadas en Estados Unidos. Los tumores de Wilms estan
asociados a los sindromes WARG (tumor de Wilms, aniridia o malformacion del iris,
anomalias genitourinarias y retardo mental), Fraiser (genitales externos femeninos en
individuos XY) y Denys-Drash (insuficiencia renal progresiva por esclerosis
mesangial difusa, tumor de Wilms y seudohermafroditismo masculino), de los cuales,

el comun es que todos presentan la nefropatia (Konig et al. 1993; Little et al. 1993).

La expresion normal del gen wtl se presenta durante la fase embrionaria en el
desarrollo renal y gonadal, expresandose en la mesénquima renal fetal, en la gonada
primordial, en las células de Sertoli adultas y en las células granulosas foliculares. Se
ha observado que ratones que carecen de ambas copias de wtl, no desarrollan
gonadas ni glandulas suprarrenales, lo que sugiere que su funcidon temprana es
necesaria en la formacion de estos organos (Kreidberg 2010; Herzer et al. 1999;
Martinerie et al. 1996). Ademas, se ha encontrado expresion en etapa adulta a nivel
de sistema nervioso central, en tejidos hematopoyéticos, medula 6sea, nodulos

linfaticos y en restauracion en infartos a nivel de miocardio (Davies et al. 1999).
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Wtl es importante para la diferenciacion sexual masculina durante el desarrollo
embrionario ya que participa en la cascada de la diferenciacion sexual masculina
activando el promotor del gen SRY y reprimiendo al promotor de la AMH y al
receptor androgénico (AR). Estudios han identificado mutaciones en el gen de wt/ las
cuales se encuentran asociaciones a los sindromes de Denys Drash y Frasier, donde se
presenta reversion sexual de varén a mujer ocasionando pseudohermafroditismo y

criptorquidismo (Davies et al. 1999).

El gen wtl juega un papel importante en la activacion y represion de genes como
Factores de crecimiento, proteinas involucradas en apoptosis, proteinas de adhesion

celular y proteinas involucradas en ciclo celular ( Tabla. 5).

Tabla 3. Propiedades de la proteina WTI en la regulacion génica

Funcion represora Funcion activadora
EGFR MIS
IGF-1I SRY
IGFR Dax-1

c-myc, n- myc E-cadherina

PDGF P21

TGF Amphiregulina
RAR Bcel-2
CSF Ciclina- E
Bel-2 ETS-1
EGR1 WT1
WT1

2.9.1 Propiedades biologicas de las isoformas de WTI

A la fecha se han realizado multiples trabajos los cuales analizan el papel bioldgico
de las isoformas dentro de la regulacion génica. La isoforma KTS (-) esta asociada
principalmente a eventos de transcripcion y la isoforma KTS (+) la cual es asociada
mas a eventos en la maduracion de RNA en los cuerpos de splicing. En cuanto a la
presencia y ausencia de los 17 aminodcidos en el exén 5, se le ha relacionado més a

interacciones proteina-proteina (Maheswaran et al. 1993; Maheswaran et al. 1995).
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2.9.2 WTI en cancer

Uno de los primeros estudios realizados con wt/ en cancer fue realizado por
Silberstein y col. donde analizaron tejido sano y neoplasias de mama, de lo cual se
concluyd que wtl era expresado en tejido sano y no en tejido neoplésico.
Posteriormente Loeb y col. realizaron un andlisis de expresion de wt¢/ en multiples
tumores solidos y no so6lidos, encontrando una alta expresion en el tejido tumoral y
observando que la hipermetilacion de la region promotora de w¢/ no influia en la

expresion de la misma (Silberstein et al. 1997; Loeb et al. 2001).

Posteriormente, en trabajos realizados por un grupo de japoneses (Oji et al 2004),
encontraron altos niveles de expresion de la proteina WT1 libre de mutaciones en
diversos tejidos tumorales como: cancer de mama, cancer de pulmoén, leucemias,
linfomas, melanoma, cancer de tiroides, cancer de cuello, cancer de estbmago, cancer
de prostata, cancer de eso6fago, cancer colon-rectal y melanoma (Hosen et al. 2004;
Oji, et al. 2004a, Oji et al. 2004b, Oji et al. 2004c, Oji et al. 2004d, Oji et al. 2004e;
Keilholz et al. 2005; Nakatsuka et al. 2006; Oka et al. 2006; Wagner et al. 2008;
Garrido-Ruiz et al. 2010). Estas discrepancias entre los trabajos antes mencionados,
puede deberse a la metodologia empleada, sin embargo, a pesar de estas
discrepancias, es evidente que WT1 puede jugar un papel doble dependiendo del
contexto celular, ya que en el 10% de los nefroblastomas que presentan dafio en la
proteina sugieren un papel como gen supresor de tumor y por otro lado, también es
encontrada la expresion de WT1 en altos niveles en tejido tumoral, adicionando que
al disminuir su expresion por medio de oligos antisentido, se ha obtenido como
resultado la disminucioén de la actividad proliferativa de las células tumorales “in
vitro”, demostrando que juega un papel como “oncogen” (Zapata-Benavides et al.
2002; Zamora-Avila et al. 2007; Baird et al. 1992; Brown et al. 1992; Grubb et al.
1995; Algar et al. 1996; Menke, van der Eb, y Jochemsen 1998).

Wtl es altamente expresado en mas de 80% células malignas de melanoma, pero no
estd presente en piel sana o tumores benignos de melanocitos (Wagner et al. 2008).

Garrido- Ruiz en el 2010 encontrd una alta expresion de wtl en melanoma, donde
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consecuentemente lo determina como marcador tumoral de malignidades de

melanocitos. (Garrido-Ruiz et al. 2010)

Otra evidencia del papel dual que juega WT1 en cancer, es observado en dos trabajos
realizados por distintos grupos de trabajo, donde WTI1 es capaz de regular
positivamente al gen BCL-2, y el otro grupo observa que también es capaz de
regularlo negativamente, y esto es debido a que BCL-2 contiene dos regiones
consenso para la unién de WTI, una de ellas reprime al gen y en otra lo activa;
ambos trabajos se realizaron en diferente linea celular, lo cual sugiere que la actividad
transcripcional de wt/ puede ser afectada por el contexto celular debido a la
interaccidn con otras proteinas (Mayo et al. 1999; Cheema et al. 2003). Considerando
su papel como “oncogen” se han desarrollado distintos trabajos “in vitro” empleando
oligos anti-sentido y RNA interferencia. Los resultados de la reduccion en la
expresion de wtl, reducen la expresion de ciclina D1, decremento de la expresion de
BCL-2 e incremento en la induccion de la apoptosis via caspasa 3 (Zapata-Benavides
et al. 2002; Zamora-Avila et al. 2007; Zamora-Avila et al. 2009; Zapata-Benavides et
al. 2012; Reddy et al. 1995).

Un trabajo realizado por nuestro grupo de trabajo, donde se empleo un modelo de
metastasis a pulmoén de células de melanoma B16F10 en ratones C57BL/6, se
observéd que la aplicacion de un shRNAI aplicado via aerosol, disminuia los focos
tumorales, ademas de disminuir el nimero de vasos sanguineos e incrementar la
supervivencia de los ratones tratados. En otro trabajo “in vitro”, se observd que el
silenciamiento de wt¢/ era capaz de inducir una sensibilizacién a los agentes

quimioterapéuticos Doxorrubicina y Cisplatino (Zapata-Benavides et al. 2012).

En nuestro grupo de trabajo, se han realizado distintos trabajos empleando al RNAi
en contra de wt/ en ensayos “in vitro” y en un ensayo de aplicacion local (pulmonar),
por ello, en este trabajo se buscara ampliar sus capacidades de aplicacion empleando
Liposomas dirigidos para contraatacar células tumorales instaladas en otras partes del

organismo.
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2.10 Terapias en desarrollo
2.10.1 Terapia Génica
Los genes son las unidades funcionales en la herencia, los cuales son conformados
por secuencias especificas para la codificacion de proteinas. Cuando existen
anomalias en el material genético, pueden codificarse proteinas que no son capaces de
realizar sus funciones habituales conllevando a una disfuncion celular. Actualmente
se ha desarrollado la terapia génica en la medicina, en la cual se manipulan
secuencias génicas con la finalidad de reparar el problema. El término de terapia
génica aborda a un amplio rango de tipos de tratamientos y en todos ellos se emplea
la manipulacién de material génico ya sea para modificar células “in vitro” o “in
vivo” (Mulligan. 1993).
Los mecanismos de aplicacion de la terapia génica en la medicina van desde:

a) Insercion de un gen funcional por un gen defectuoso (sitio especifico y no

sitio especifico)
b) Reparacion de los marcos de lectura

¢) Regulacion de algin gen por medio del encendido o apagado del gen.

Distintos estudios han llevado las aplicaciones de la terapia génica en enfermedades
monogénicas y/o en enfermedades infecciosas tales como: tratamiento de infecciones
virales, reparacion de problemas metabolicos hereditarios, reparacion de problemas
inmunitarios y tratamientos contra cancer.

Las diferentes modalidades de aplicacion de terapia génica implican las siguientes

estrategias:

Insercion de un gen que sustituye la reparacion de un gen defectuoso. Esta
aplicacion se ha llevado a cabo en céncer, donde se repara por sustitucion al gen p53
en células tumorales, induciendo asi la reduccion tumoral o induciendo una

sensibilidad a radioterapia y quimioterapia (Xu et al. 2001).

Expresion de un gen defectuoso para disminuir la actividad de algun tipo celular.

Ejemplo de ello es aplicado en la reduccion de la fibrogénesis y estimulacion de la
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regeneracion hepatica en cirrosis hepatica, donde se lleva a cabo la aplicacion del gen
TGF- B dafiado el cual compite con la proteina normal reduciendo asi su activacion

(Lee et al. 2010).

Regulacion negativa por medio de Ribozimas, RNA interferencia y oligos
antisentido. Estudios recientes “in vitro” aplicando pequefios RNA interferencia
dirigidos contra la region codificante del virus de la hepatitis C, han demostrado
capacidad de reduccion de la replicacion viral, ofreciendo asi una alternativa de

tratamiento (Manzoor et al. 2015).

Produccion de una molécula coestimuladora de la respuesta inmune. En modelos
en animales con tumores hepaticos a los que se les transfiere el gen de la IL7, se
observa una actividad antitumoral significativa por su capacidad de activar Linfocitos

T Citotoxicos y natural killer (Manzoor et al. 2015).

En cancer, las principales vias para contraatacar la enfermedad son por medio de la
inmunoterapia, el empleo de virus oncoliticos y transferencia génica. A la fecha se
han realizado diversos ensayos preclinicos testeados en gliomas (Prasad et al. 2004),
cancer pancreatico (Tseng y Mulligan 2002) y cancer de higado (Domvri et al. 2012),

entre algunos otros tipos de cancer.

Como parte de la regulacion de genes en la terapia génica se encuentra el uso de los
RNA interferencia (Berindan-Neagoe et al. 2009). Los RNAi pueden inducir la
degradacion especifica de RNAm endoégenos, de los cuales ya se conocen los

mecanismos de accion implicados en el proceso denominado “silenciamiento”.

2.11 RNA interferencia

Los RNA interferencia efectores son de aproximadamente 21-25 nucledtidos (nt).
RNA interferencia de mayor tamafo inicialmente son cortados por dicer, que se
describe como una miembro de la familia de ribonucleasas tipo III (RNasas III)
(Zhang et al. 2004). Las secuencias cortas de 21-25 nt son incorporadas en un

complejo nucleasa-multi-componente conocido como RISC (RNA-Induced Silencing
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Complex) y posteriormente se une la proteina Argonauta-2 (Ago-2) (Hammond et al.
2000). La secuencia de RNA sirve como guia para darle direccion al complejo y
unirse especificamente al RNA mensajero y posteriormente cortarlo (Bartel 2004;
Khvorova el al. 2003; Kim y Rossi 2007) ( Figura 6).
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Figura 6. Esquema del proceso de silenciamiento por RNA interferencia

2.11.1 RNAi terapéuticos

El empleo de RNA interferencia en modelos “in vitro” e “in vivo” han demostrado
ser una alternativa cuando la terapia con anticuerpos monoclonales es poco efectiva.
Estudios clinicos en pacientes con mieloma multiple, empleando el anticuerpo
monoclonal denominado “CNTO 328” dirigido en contra de IL6, han disminuido
sustancialmente a la proteina C reactiva, indicando la inhibiciéon de la IL6, sin
embargo, no se observan cambios clinicos significativos (Kim y Rossi 2007). En otro
trabajo reciente, donde emplean un RNA interferencia dirigido en contra de IL6 en

células del estroma mesenquimal en un modelo “in vivo”, demostrd ser mas efectivo
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en la disminucion de la proliferacion de células de mieloma multiple del RNAi en
comparacion a la terapia con el anticuerpo monoclonal. La expresion de IL6 por las
c¢lulas mesenquimales, ha demostrado ser un factor contundente en la evolucion de
la enfermedad debido a que la IL6 ayuda a las células de mieloma multiple a migrar y
adherirse, ademas de inducir proliferacion celular (Klein et al. 1991; Bataille et al.

1995; Moreau et al. 2000).

En cancer de mama Zhang y colaboradores han desarrollado multiples RNAI, tales
como el dirigido en contra de ciclina D1 el cual demostrd ser citotdxico en la linea
celular MCF-7 “in vitro”. En otro trabajo del mismo grupo y ahora empleando un
RNAIi dirigido en contra de c-raf, acomplejado en liposomas y aplicado via
intravenosa, demostrd reducir un 78% el crecimiento de implantes tumorales de
cancer de mama humanos en ratones SCID (Oh y Park 2014; Zhang y Yu 2014;
Zhang y Huang 2014).

A la fecha no existen tratamientos de RNAi aprobados por la FDA, sin embargo,
algunos de ellos prometen alentadores resultados tales como un RNAi en contra de
BCL-2 en leucemia linfocitica crénica (Resnier et al. 2013). Otro RNAI en estudio
dirigido en contra de la sub-unidad de la ribonucledtido-reductasa M2 (RRM2) ha
presentado alentadores resultados, ya que puede observarse una importante reduccion
tumoral en pacientes con tumores solidos. Este RNAi ha demostrado ser seguro y
bien tolerado, sin embargo, atin continua en estudio (Guzman-Villanueva et al. 2012).
Otro estudio en desarrollo iniciado por Alnylam Pharmaceuticals en el 2009, el cual
consta del primer ensayo el cual incluye dos RNAI, el cual uno de ellos es dirigido en
contra de Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF) y el otro en contra de la
proteina kinesina spindle (KSP), el cual aun se encuentra en escalamiento y analisis

de tolerancia a altas concentraciones (Tabernero et al. 2013),

Otra area en desarrollo es aplicada en pacientes con infeccion de hepatitis B, debido a
que no pueden recibir tratamientos prolongados con interferones, debido a sus efectos

secundarios, ademas que los andlogos de nucleés(t)ido frecuentemente empleados,
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generan resistencia viral. Por lo anterior, los RNAi ofrecen una alternativa de
tratamiento especifica. A la fecha existen diversos RNAI en estudio, uno de ellos es el
ARC-520 el cual es acomplejado en nanoparticulas unidas a ligandos. E1 ARC-520 va
dirigido en contra secuencias codificantes de la maquinaria de replicacion viral,
observandose como resultado una disminucion de la carga viral. Estudios en fase I en
pacientes voluntarios sanos, el ARC-520 present6 buena seguridad y tolerancia, y en
pacientes infectados, se ha observado que una sola administracion es capaz de reducir
significativamente la carga viral y actualmente la empresa farmacéutica ha iniciado

estudios en fase clinica II [enero 2015] (Wang y Chen 2014).

Otro RNAi en estudio es el ALN-HBV, el cual ha demostrado ser un potente
inhibidor viral en infecciones con virus de hepatitis B, ya que bloquea todos los pasos
del ciclo viral, incluyendo ensamblaje, secrecion del virus, replicacion y secrecion

antigenos sub-virales. ALN-HBV es aplicado via subcutidnea, y presentd buena

bioseguridad y tolerancia en pacientes (Alnylam Pharmaceuticals Inc. Investors 2015.

Available from: URL: http://investors.alnylam.com/).

Un estudio con RNAIi en contra de infecciones virales fue descrito en cancer cervico-
uterino, lo cual se caracteriza por ser una enfermedad ligada a la infeccion por HPV.
Las proteinas virales E6 y E7 son las encargadas de llevar a cabo el proceso
neoplasico, debido a que E6 se une a p53 bloqueando su translocaciéon a nucleo y la
union de E6-p53 promueve la degradacion de P53, por otra parte, la proteina E7 se
une a RB promoviendo su ubiquitinacion y degradacion. A la fecha existe una vacuna
la cual es aplicada en mujeres jovenes entre 10 a 25 afios de edad, sin embargo, la
eficiencia de la actividad terapéutica no es evidente en pacientes con cancer
cervicouterino. Recientemente, nuevas terapias RNAi antivirales han sido
desarrolladas y probadas en ensayos clinicos. Los RNAi han demostrado ser capaces
silenciar selectivamente genes como E6 o E7, promoviendo la acumulacion de p53 y
RB, y eventualmente induciendo apoptosis o senescencia en lineas humanas de
cancer de cérvix positivas para los tipos HPV-16 y HPV-18 (Gu et al. 2006; Hall y
Alexander 2003).

27

—
| G-



2.12 Entrega de material genético

En terapia génica, la entrega del material genético es el principal obstaculo en la
aplicacion in vivo. A la fecha se han clasificado en base a sus caracteristicas en
virales y no virales, y dentro de no-virales existen las subclasificaciones organicos e
inorganicos.

Estos agentes de entrega génica deben de conferir diversas propiedades entre ellas, la
proteccion del material génico a la degradacion por enzimas plasmaticas, poder
capturar y entregar el material en el drea deseada, tener la capacidad de facilitar la

internalizacion y el escape a degradacion por lisosomas (Young et al. 2015).

Los agentes virales de mayor uso han sido los adenovirus, y estos son los mejores
agentes de transfeccion y entrega del material génico, sin embargo, su limitante es
mediada por la respuesta inmunolodgica en contra del virus. En agentes no virales, los
agentes inorganicos son principalmente materiales que los conforman estructuras bien
definidas (esferas, fibras y tibulos). Los materiales mas frecuentemente empleados
son metales (oro y hierro), 6xidos de metales (6xido de hierro) y estructuras de
carbon. Estos no son biodegradables y son biopersistentes. Los agentes organicos
estan conformados por moléculas frecuentemente biodegradables y pueden
encontrarse de forma natural o realizados de manera sintética tales como: liposomas,
nanoemulsiones, dendrimeros y polimeros con carga (Young et al . 2015; Tomalia

2009; Braakhuis et al. 2014) (Figura 7).

Los liposomas son considerados como parte de los nuevos sistemas de transporte y
liberacion de farmacos que permiten controlar la absorcion, concentracion plasmatica,
metabolismo, distribucion tisular, asi como la captacion celular de agentes
farmacoldgicamente activos; ademas confieren proteccion de la sustancia activa
incrementando la vida media, mejorar el transporte de principios activos para llegar a
lugares especificos, aumento en la especificidad de accion y disminucién de la

toxicidad (Budai y Sz6gyi 2001).
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Figura 7. Clasificacion de nano particulas y otros acarreadores de drogas.

Los liposomas son vesiculas microscépicas constituidas por bicapas de fosfolipidos
concéntricas alternando con compartimentos acuosos. En las bicapas, los fosfolipidos
se disponen orientados con las cadenas hidréfobas situadas paralelamente entre si (lo
cual constituye una capa) y enfrentadas a las cadenas hidréfobas de la otra capa. De
esta forma, se aisla una amplia zona hidr6foba, ya que todas las cabezas polares se
hallan en ambos lados, lo cual forma una estructura concéntrica, alterando con
compartimentos acuosos. Esta distribucion resulta similar a las micelas originadas por
la ordenacion de las moléculas tensoactivas en medio acuoso, con una importante
diferencia: las micelas conforman una esfera cuya cavidad interna puede contener
lipidos (por estar en contacto con las cadenas hidréfobas), mientras que la cavidad
interna de los liposomas solo contiene agua o una solucién acuosa de un principio

activo (Gregoriadis. 1988).

Los liposomas poseen una forma, estructura y tamafio diversos, sus dimensiones
suelen oscilar entre 0.01 um y 10 um. presentando forma esferoide, observandose una

sucesion de bandas claras y obscuras, debido a la alternancia entre capas lipidicas y
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acuosas. Dada su constitucion, tienen la capacidad de captar una gran variedad de
sustancias activas hidrosolubles, liposolubles o anfifilicas (Malam et al. 2009; Drulis-

Kawa y Dorotkiewicz-Jach 2010).

El termino de liposomas viene desde los afios 60, donde Alec D. Bangham y
colaboradores estudiaron el efecto de los fosfolipidos en la coagulacion sanguinea,
observando que estos al estar dispersos en agua, formaban espontaneamente vesiculas
multilamelares, las cuales recibieron la denominacion de liposomas (Bangham.
1964). Fue esta la primera vez que se concreto la formacién artificial de una
membrana biologica que coincidia con la teoria presentada por Gorter y Grendel en
1925, las cuales mencionaban que la membrana debia estar conformada por una doble

capa de moléculas parcialmente hidrofilica (Gorter y Grendel. 1925).

Solo moléculas anfipaticas (extremo hidréfilo y otro hidréfobo) podian ordenarse en
un medio acuoso formando una estructura trilaminar (una zona hidréfoba en el centro
y dos zonas hidrofilicas en ambos lados) con capacidad para establecer una compleja
permeabilidad selectiva para los componentes moleculares del citoplasma celular

(Engelman. 1971).

Singer y Nicolson establecieron en 1972 que la estructura de las membranas
biologicas era la de un mosaico fluido, cohesionado por fuerzas de Van der Waals, en
la cual los fosfolipidos se ordenan en forma de bicapa, pero incluian en su seno
numerosas moléculas todas estas flotaban e incluso desplazarse lateralmente a lo
largo de la bicapa, ya que no se establecian enlaces covalentes entre ellas. Esta
fluidez es consecuencia de las caracteristicas de las colas hidrofobas de los
fosfolipidos, especialmente de la proporcion relativa que existe entre acidos grasos

saturados y no saturados y de la longitud de su cadena. (Singer y Nicolson. 1972)

Destaca el uso de este modelo para el estudio de sistemas bioquimicos, rodeados por
membranas. En este sentido, se ha obtenido informacién sobre algunas de las

propiedades basicas referentes a la agregacidon de las moléculas anfifilicas en
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solventes polares, realizdndose estudios igualmente relativos a la permeabilidad de
las membranas a moléculas, por determinacion de coeficientes de particion.
Posteriormente, se ha investigado el efecto de diversas sustancias activas (antibioticos
poliénicos y esteroides) sobre las caracteristicas de fluidez de las membranas,
mediante el establecimiento de las alteraciones en la permeabilidad de sistemas

liposomales (Pecar et al. 1982; Kuczera et al. 1989).

También constituyen un modelo en la eleccion de la hora de establecer el papel de los
lipidos de membranas en la modulacion del metabolismo de los medicamentos siendo
su composicion, carga y presencia de colesterol en las bicapas, factores decisivos que
permiten reducir la importancia relativa de factores estructurales y constitucionales de
las membranas, al objeto de evidenciar las interacciones entre el mismo medicamento
y los fosfolipidos del liposoma, y dilucidar su mecanismo de accion “in vivo”

(Lichtenberg y Markello. 1984).

Sin embargo, las razones por las cuales se ha abordado el tema, residen en su interés
como sistemas de transporte y liberacion de farmacos. Los liposomas poseen una
arquitectura molecular que les permite captar una variedad de agentes activos, a
través de un mecanismo relativamente especifico, proporcionando una via de
transporte que lleve al fdrmaco al lugar de actuacion, a concentraciones adecuadas,
con objeto de obtener la respuesta farmacoldgica deseada en condiciones de eficacia
y seguridad, de caracter biodegradable, atoxico y no inmunogénico de este sistema de
liberacion, ademds, la posibilidad de determinar el lugar de actuacion de los
liposomas por modificaciones de sus caracteristicas superficiales, permite optimizar
la disposicion de las moléculas administradas a receptores especificos restringiendo
su area de difusion en el organismo y evitando una distribuciéon innecesaria de las

mismas (Gregoriadis et al. 1974; Gregoriadis 1973).

A todo lo anterior, suele ir unida la propiedad de aislar el medicamento del medio
durante su paso por el organismo, protegiéndolo de acciones enzimadticas. [gualmente,

esta propiedad desempefia la mision de proteger al organismo frente a los efectos
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toxicos derivados de la actuacion de ciertos agentes terapéuticos, e incluso impedir

las manifestaciones antigénicas de otros (Allison y Gregoriadis 1976).

2.13 Ligandos empleados en terapia dirigida

En la actualidad la aplicacion de la terapia génica se ha visto limitada al empleo de
sistemas virales y no virales, presentando como primer obstaculo la bioseguridad del
organismo. Otros de los principales obstaculos en la aplicacion de la terapia génica es
la disminuciéon de los complejos terapéuticos por medio del sistema reticular

(macrofagos) o a través del higado y la direccion preferente a células tumorales.

A la fecha, la direccion de los agentes terapéuticos aplicados via sistémica ha tomado
gran importancia. Vias comunes de internalizacion y el empleo de marcadores de
superficie celular son de las principales estrategias de direccidn terapéutica. Algunos
ejemplos son la expresion del marcador tumoral Her2/neu, el receptor del acido félico

y el receptor de la transferrina (Licciardi et al. 2006).

2.14 Receptor de la transferrina (CD71)

El hierro es un cofactor requerido de las proteinas hemo y no hemo involucradas en
una variedad de procesos celulares tales como el metabolismo, respiracion y la
sintesis DNA (Ponka y Lok 1999, Richardson y Ponka 1997). El hierro dietético es
absorbido principalmente en el intestino. El hierro en la condicion férrica (Fe3+) se
reduce a la condicidn ferrosa (Fe2+) en el lumen intestinal, posteriormente como ion
ferroso Fe2+ es pasado a través del epitelio duodenal por un transportador bivalente
de metal denominado Ferroportina, luego esta lo exporta a la circulacion sanguinea
donde es oxidado a Fe3+. Ya en circulacion es captado por una familia de proteinas
como la ovotransferrina, transferrina (Tf) y lactoferrina, lo cual conducen el hierro
hacia las células (Qian et al. 2002). La transferrina es una glicoproteina de 80 kDa
conformada por dos subunidades de 40 kDa cada una, conocidas como la N-Lobe y la
C-Lobe; cada subunidad es capaz de acarrear un atomo de hierro. La constante de
afinidad de la transferrina al momento de tener una molécula de hierro es

incrementada 30 veces e incrementa hasta 500 veces cuando se encuentra en forma
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diférrica. La transferrina diférrica corresponde del 10 al 30% de la Tf en circulacion,
permitiendo que la Tf libre se una a otros iones metalicos (Ponka y Lok 1999; Young
et al.1984). La sintesis de Tf ocurre primordialmente en hepatocitos y en bajas
concentraciones en células de Sertoli, células epidermales y células

oligodendrogliales (Gomme, et al. 2005).

Su receptor denominado receptor de la transferrina (TfR) o también llamado CD71 es
una glicoproteina transmembranal de tipo II, y es esencialmente involucrada en la

ingesta de hierro y la regulacion de crecimiento celular (Figura 8).
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Figura 8 Estructura de los dominios del receptor de la transferrina.

Es constituida como un homodimero de 180 kDa; cada mondémero consta de 760
aminodcidos con un peso de 90-95kDa. Contiene 3 dominios, un prominente dominio
extracelular de 671 aminodcidos el cual estd encargado de la union con la Tf, un
dominio transmembranal de simple paso de 28 aminoacidos y un dominio intracelular
en la region amino terminal, el cual consta de 61 aminodcidos. El dominio
extracelular contiene 3 sitos de N-glicosilacion y uno de tipo O-glicosilacion, los

cuales son importantes para la correcta funcion del receptor. El dominio intracelular
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contiene un sitio de fosforilacion en la serina 24, lo cual no es indispensable para la

internalizacion o recicle del receptor (Hémadi et al. 2004; Ciechanover et al. 1983).

La regulacion del TfR es a través de regulacion post-transcripcional en respuesta a las
concentraciones de hierro intracelular. Esto es llevado a cabo en la region UTR del
TfR, la cual contiene 5 elementos de unién a elementos de respuesta a hierro (IRE).
Cada IRE consiste en secuencias de 30 nucledtidos los cuales forman estructuras en
forma de asa (loop). Estas regiones IRE son reconocidas por 2 proteinas regulatorias
con union a RNA denominas IRP-1 que es expresada en todas las células. IRP-1
contiene un grupo 4Fe-4s el cual regula su funcion. En condiciones altas de hierro
intracelular el grupo 4Fe-4s es ensamblado en la proteina IRP-1 el cual impide que se
una a las regiones IRE’s contenidas en el UTR del RNAm del receptor de la
transferrina, promoviendo asi la degradacion del mensajero. En condiciones bajas de
hierro intracelular, la proteina IRP-1 queda libre y se une a las regiones IRE’s lo cual
promueve que sean llevados a traduccion del mensajero y que la proteina del receptor
de la transferrina sea expuesta al exterior de la célula. Otra de las proteinas
involucradas en la regulacién es IRP-2, el cual es 61% idéntica a IRP-1. Ambas
proteinas comparten el mismo sitio de reconocimiento a IRE’s, sin embargo, la unién
de IRP-2 promueve la expresion del receptor de la transferrina. La regulacion a través
de IRP-2 es por medio por la induccidon de protedlisis por el hierro. En escases de
hierro o condiciones de hipoxia, IRP-2 es estable, y cuando estas condiciones
cambian, se hace inestable y es llevada a degradacion proteosomal (Ponka y Lok

1999).

El TR es expresado en niveles bajos en células normales y estd expresado en niveles
mayores en células con altas tasas de proliferacion tales como células de la epidermis
basal, células del epitelio intestinal, ademas, se encuentra expresado en células con
baja tasa de proliferacion tales como el endotelio vascular en capilares del cerebro,
pancreas, tibulos seminiferos en testiculos, células de la pituitaria, membrana laminal
de las mamas, hepatocitos, células de Kupffer y tubulos en rifiones. En sangre

periférica los niveles expresion de TfR son incrementados en células mononucleares
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tras su activacion y en eritrocitos inmaduros, sin embargo, en células eritroides
maduras no se expresa (Omary, Trowbridge, y Minowada 1980, Sutherland et al.
1981, Shindelman, Ortmeyer, y Sussman 1981). Diversos estudios también han
mostrado niveles elevados de expresion del TfR en células de cancer cuando son
comparadas con sus contrapartes normales (Sutherland et al. 1981; Shindelman et al.

1981; Gatter et al. 1983; Taetle. 1990; Prutki et al. 2006; Recht et al. 1990).

En cancer de mama, se observo que la expresion del TfR puede ser empleada como
un marcador de proliferacion independiente del estatus hormonal (Tonik et al. 1986;
Walker y Day. 1986). En tejido de vejiga, no fue detectada la expresion del TfR en
tejido sano, sin embargo, en tejido displasico y carcinomas de vejiga se encontré una
relacion de la expresion del TfR con el incremento del grado patologico (Seymour et
al. 1987). En tejido de cérvico-uterino, se encontrd una alta expresion del TfR en
tejido displasico y tejido tumoral, pero no en tejido sano (Lloyd et al. 1984). En
tumores malignos no soélidos como linfomas, mielomas y leucemias ha sido
encontrada una alta expresion del TfR y no en células normales, por lo cual se
considera que el receptor de la transferrina esta altamente ligado con la proliferacion
celular y esto puede ser explicado debido a la necesidad de hierro como un cofactor
de la enzima ribonucledtido reductasa involucrada en sintesis de DNA de células en

division (Daniels et al. 2006).

Otras actividades del TfR han sido poco estudiadas, tales como su posible
participacion en la funcion como receptor FC de las inmunoglobulinas IgA descrito
por Ivan C Moura y colaboradores (Moura et al. 2001); El receptor de la transferrina
puede proveer de un segundo estimulo requerido para la activacion de células T,
ademas de estar envuelto en vias de activacion independiente de antigeno para la

activacion de células T (Manger et al. 1986; Cano et al. 1990).
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2.15 Via de internalizacion del receptor de la transferrina

La forma natural de la internalizacién del hierro es por medio de la transferrina
diférrica, la cual se une al receptor, y ambos son internalizados en vesiculas cubiertas
con clatrina por medio de endocitosis (Figura 9). Modificaciones en el pH en el
interior del endosoma induce cambios conformacionales en la transferrina (Giannetti
et al. 2003), los cuales liberan al hierro de la transferrina para después ser dispuesto
en el citoplasma; posteriormente el complejo de transferrina-receptor de la
transferrina es regresado a la membrana superficial donde es liberada la transferrina
fuera de la célula. El proceso de reciclaje de transferrina ha sido estimado en un 10%

y es por medio del complejo de Golgi (Ponka y Lok 1999).
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Figura 9. Esquema de la via de internalizacién celular del receptor de la transferrina.
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Actualmente es usada la via de internalizacion del TfR para el acarreo de drogas,
toxinas de hongos, toxinas de bacterias y toxinas de plantas. En la internalizacién

puede ser empleada en la transferrina (Tf) o en un anticuerpo que reconozca al TfR.

(Daniels et al. 2006)

Debido a incrementos en la expresion del receptor de la transferrina en diversas
células tumorales hacen que sea empleado como blanco diana para el desarrollo de
tratamientos en cancer. A la fecha se han desarrollado diversos anticuerpos en contra
de distintos sitios de unidon, unos compitiendo con el sitio de union de la transferrina y

otros reconociendo sitios aledafios, observandose funciones distintas. (Daniels et al.
2006)

Transferrina
dirigidos

Péptido
dirigidas

Célulastumorales

; Dirigidos por

Dirigidos por anticuerpos

scFv

Figura 10. Estrategias de internalizaciéon via receptor de la transferrina.

La propia transferrina también ha sido empleada en diversas estrategias para la
liberacion de moléculas citotoxicas (Figura 10). Ejemplos de su aplicaciéon en
conjunto con moléculas citotoxicas son: La adriamicina o mejor conocida como

doxorrubicina, es uno de los farmacos ampliamente estudiados y aplicados en
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quimioterapia para cancer, principalmente leucemias y céncer de mama. La
doxorrubicina es una antraciclina anti-cancer que es capaz de bloquear la sintesis de
DNA y bloquear la actividad de la topoisomerasa II (enzima encargada del
relajamiento de las cadenas nucleotidicas durante la sintesis de DNA y la
transcripcion del RNA), sin embargo, sus funciones son limitadas debido a la
presentacion de resistencia a drogas por las células tumorales, afiadiendo los efectos
secundarios como toxicidad en corazon, mielosupresion, daflo renal y extravasacion
(Ottewell et al. 2009). La conjugacion quimica entre la doxorrubicina y transferrina
present6 un incremento 3 a 10 niveles de citotoxicidad en células tumorales humanas
tales como la linea Lovo de adenocarcinoma colorectal, la linea HL60 de leucemia, la
linea Hep2 de cancer de higado, la linea H-MESO-1 de mesotelioma, la linea K562
de leucemia mieloide cronica y la linea HeLa de carcinoma cervical, en comparacion
a la aplicacion de doxorrubicina sola (Singh et al. 1998; Berczi et al. 1993; Sun et al.
1992). Ademas, se observo que en lineas celulares resistentes a la doxorrubicina
presentaron citotoxicidad al complejo doxorrubicina-transferrina (Fritzer et al. 1996);
esta sensibilidad fue asociada a que el complejo ofrece una via alterna de
internalizacion, debido a que la resistencia de las células tumorales a la doxorrubicina
es asociada al incremento en el secuestro intracelular de la droga y a un decremento

en la permeabilidad de la membrana (Wang et al. 2000; Tanaka et al. 2004).

Cisplatin (Platinol-AQ) es un agente alquilante que bloquea la sintesis de DNA, es
empleado en diversos tratamientos de cancer. Complejos de cisplatin-transferrina
exhiben inhibicion de la proliferacion en lineas tumorales de adenocarcinoma y
epidermoides (Elliott, Stjernholm, y Elliott 1988). Estudios “in vivo” en un modelo
de carcinoma mamario en ratas y en un modelo de melanoma murino, se observé que
el complejo fue capaz de reducir la masa tumoral en ambos ensayos (Hoshino et al.
1995). Estudios en fase 1 en pacientes con cancer de mama avanzado, se observo que
el complejo cisplatino-transferrina ofrecia seguridad en el tratamiento y hasta un 36
% de respuesta (4 de 11 pacientes) y uno de ellos presento6 respuesta completa. En un

segundo ensayo clinico, se observo un incremento en la respuesta de hasta un 87% al
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momento de emplear el complejo en combinacidon con agentes quelantes de hierro

(deferoxamina mesilato) (Head et al. 1997).

Chlorambucil (Leukeran) es un agente alquilante que bloquea la sintesis de DNA y
es empleado en tratamientos de leucemias, linfomas non-Hodgkin’s y en canceres
avanzados de ovario y mama. Ensayos con complejos de chlorambucil-transferrina
por medio de uniones maleimida se observo que presentaban mayor citotoxicidad en
las lineas celulares MCF-7 (cancer de mama) y MOLT4 (linea de leucemia humana)

en comparacion a chlorambucil solo (Beyer et al. 1998)

Gemzar también llamado gemcitabina es un andlogo de pirimidina que bloquea la
sintesis de DNA, este farmaco es empleado también en quimioterapias contra cancer.
Conjugaciones quimicas con transferrina han incrementado a 6 niveles su respuesta
citotoxica en ensayos con las lineas celulares UCRU-BL13 y UCRU-BL28 de cancer
de vejiga (Daniels et al. 2012).

2.16 Conjugacion de la transferrina con proteinas toxicas

Ricina es una proteina altamente toxica aislada de la planta Ricinus communis. Es una
proteina inhibidora de ribosomas tipo II compuesta de una cadena A (RTA) y un
dominio de unidn a células B; la cadena A (RTA) ya en citoplasma inactiva la lectura
por los ribosomas, lo cual inhibe la sintesis de proteinas y con ello la induccién de la
muerte celular. La proteina sola RTA sin el dominio de uniéon no presenta efecto
toxico debido a que no se internaliza. La conjugaciéon de la proteina RTA con
transferrina fue probada en contra de células CEM de leucemia humana, donde se
observd que empleando una concentraciéon 10,000 veces menor se obtenia 50% de
citotoxicidad, en comparacion con las proteinas por separado. Esta actividad
citotoxica fue inhibida al momento de administrar anticuerpos anti- Tf o anti-RTA.
Este mismo complejo de RTA-TT fue analizado en las lineas celulares Daudi y Raji,
presentando un menor efecto citotoxico debido a una menor presencia de TfR (Rasoy

Basala 1984).
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La proteina Saporina (SO6) obtenida de Sapornaria officinalis, es otra proteina
inhibidora de ribosomas debido a que detiene la sintesis de proteinas, la diferencia
entre Ricina es que no contiene un dominio de union, y solo es toxica al momento de
estar en citoplasma. La conjugacion con SO6 y Tf presentd toxicidad en las lineas
celulares K562 de leucemia humana, HepG2 de hepatocarcinoma humano y en
glioblastomas humanos y gliomas aislados de pacientes (Bergamaschi et al. 1988;

Ippoliti et al. 1995; Gosselaar et al. 2002).

La toxina de difteria (DT) aislada de Corynebacterium diphtheriae, que actia como
inhibidor de la sintesis de proteina uniéndose al factor de elongacion-2 de ribosilacion
del ADP, también ha sido estudiada en conjugaciéon con la Tf, demostrando 10,000
veces mas citotoxicidad en comparacion a la DT sola, en la linea celular de murino
LMTK'. Modificaciones en la secuencia de reconocimiento celular en la proteina DT
(CRM107), las cuales evitan su unioén a la membrana celular, fueron conjugadas con
Tf, mostrando citotoxicidad en contra de células de cancer de mama, neuroblastoma,
leucemias y cancer de ovario. Estudios en fase I en pacientes con tumores cerebrales,
el complejo CRM107-Tf mostré respuesta con mas de 50 % de reduccion del tumor
en 9 de 15 pacientes, dos de estos pacientes tuvieron reducciéon completa y uno de
ellos no presentd regresion en al menos 23 meses posteriores de haber recibido

tratamiento (Laske et al. 1997).

2.17 Aplicacion de transferrina en terapia génica.

La conjugacion de Tf con moléculas catidonicas ha sido empleada para la eentrega de
material génico en células tumorales. Las moléculas policatidnicas mayormente
empleadas han sido la PEI y polilisina. La conjugaciéon con Tf ha demostrado tener la
capacidad para la internalizacion de material génico, incluyendo estudios donde solo
se mezcla la Tf y no se realiza alguna union especifica. Las conjugaciones
comunmente realizadas son por medio de grupos intercalamiento en grupos
Maleimida o en uniones a carbohidratos (Cotten et al. 1990; Wagner et al. 1991;

Taxman et al. 1993; Sato et al. 2000).
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Trabajos recientes empleando distintas formulaciones de lipidos han mostrado tener
ventajas y desventajas en su aplicacion. Ejemplo de ello, es observado en un trabajo
donde emplearon liposomas catidonicos conteniendo un plasmido codificante para p53
mezclados con transferrina, en un modelo “in vivo” con aplicacion subcutanea de
células de sarcoma humano HOSM-1 en ratones desnudos. Multiples aplicaciones del
tratamiento alrededor del tumor mostraron una reduccion tumoral del 90%, en
comparacion al grupo de ratones tratados con solucidn salina, sin embargo, a pesar de
obtener buenos resultados, su aplicacion via local continia siendo una limitante ya
que reduce su aplicacion para atacar tumores superficialmente, y esto es debido al uso

de fosfolipidos con carga (Nakase et al. 2005).

Conjugaciones quimicas de Tf con polilisina a través de puentes disulfuro o uniones a
carbohidratos incrementan la transfeccion del gen de la luciferasa en células K562. La
unidon por medio de grupo Maleimida incremento 10 veces la transfeccion en lineas
celulares leucémicas murinas (F-MEL y J2E) comparado con los métodos de
transfeccion habitual. A la fecha son variadas las estrategias del empleo de polilisina
acopladas a Tf con la finalidad de transfeccion celular (Wagner et al. 1991; Taxman

et al. 1993; Cotten et al. 1990; Zatloukal et al. 1992).

El implemento de péptidos virales unidos a complejos de Polilisina-Tf han mejorado
significativamente la eficiencia de transfeccion, esto fue observado en un trabajo,
donde intercalaron la sub-unidad de hemaglutinina HA-2 del virus de la influenza, ya
que este péptido a demostrado estar involucrado en la destruccion de membranas
lipidicas. En este trabajo se demostré que la mejora en la eficiencia de transfeccion,
fue debido al empleo de este péptido el cual promovia la lisis vesicular y con ello la
entrega del acido nucleico en el interior de la célula (Wagner et al. 1992; Plank et al.
1994). El intercalamiento de PEI a Tf ha sido también objeto de estudio, debido a que
diversos trabajos han demostrado tener eficiencias de transfeccion similares a las
obtenidas por adenovirus. Esta metodologia fue implementada al igual en un modelo
“in vivo” de melanoma murino, donde se llevo a cabo su aplicacion via intratumoral,

obteniéndose un incremento de 8 a 1 veces los niveles de expresion del transgen 1L2
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en comparacion contra su contra parte de PEI-DNA sin transferrina. Ademas, el
intercalamiento de PEG al complejo PEI-Tf-DNA incremento su vida media en
circulacion. Esta conjunciéon llevo a presentar menor toxicidad y selectividad de
respuesta en contra de tumores originados a partir de las lineas Neuro2A de
neuroblastoma murino y M3 de melanoma murino desarrollados subcutaneamente en

animales singénicos (Wightman et al. 1999; Ogris et al. 1999; Kircheis et al. 1999).

En otro trabajo, donde se entrega TNFa, la cual es una potente citocina con
propiedades antitumorales, fue administrada acomplejando PEI-TNFa el cual fue
administrado via intravenosa en ratones, donde se observo un incremento especifico
en tumor del transgen TNFa y no observandose expresion en suero, conllevando a
una reduccion tumoral de Neuro2A de neuroblastoma murino, M3 de melanoma
murino y MethA de fibrosarcoma murino (Kircheis et al. 2002; Kursa et al. 2003).

Otro trabajo en donde se emplea PEI unido a Tf para transfectar un shRNA dirigido
en contra de HIF-la, ya que HIF-lo es altamente expresado en condiciones
deficientes de oxigeno y esta proteina juega un importante papel en la angiogénesis,
metabolismo de la glucosa y supervivencia tumoral. Los resultados de este trabajo
mostraron que con una simple inyeccion del complejo de Tf-PEI-shRNA especifico
contra HIF-la fue capaz de reducir ocho niveles el crecimiento de tumores de
melanoma implantados en ratones desnudos en comparacion al tratamiento con Tf-

PEI-shRNA inespecifico (control negativo) (Liu et al. 2009; Koh et al. 2010).

Otra modalidad de administraciéon fue empleando Tf acomplejada a biotina. El
complejo fue mezclado con avidina y complejos de PEI biotinilada acarreando un
plasmido codificante para p53. Este complejo fue analizado “in vitro”, demostrando
tener capacidades de transfectar células tumorales que tienen una alta expresion del
receptor de la transferrina y no a células que presentan niveles bajos de receptor.
Posteriormente empleando esta misma modalidad fue transfectado un plasmido
codificante de GFP, observandose una distribucion en diversos tejidos, sin embargo,
al tercer dia fue observada exclusivamente en tumores y esta se mantuvo sostenida

hasta el séptimo dia post-inoculacion (Zeng et al. 2010; Sato et al. 2000).
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2.18 Liposomas anclados a Tf o anticuerpos de reconocimiento al TfR

A la fecha existen diversos estudios donde se han marcado liposomas con transferrina
conteniendo moléculas en contra del cancer, tales ejemplos son: liposomas
conteniendo doxorrubicina y marcados con Tf, los cuales demostraron tener efecto en
contra de células de cancer de colon murino 26 tanto “in vitro” como “in vivo”. Esta
formulaciéon ha demostrado incrementar el tiempo en circulacién presentando una
baja eliminacion por el sistema reticuloendotelial (RES), ademas de potenciar la
internalizacion de la droga en células malignas. Ademas, se llego a concluir que la via
de internalizacion y liberacion citoplasmatica fue mediada via endocitosis (Ishida et

al. 2001).

Uno de los mayores problemas de la quimioterapia es la presencia de genes
involucrados con la resistencia a drogas. Uno de los genes involucrados es PGP
(glicoproteina-P) que es una bomba de salida la cual se encarga de purgar moléculas
toxicas en la célula. Una estrategia fue emplear un inhibidor de PGP llamado
verapamil y adicionando doxorrubicina en la misma formulaciéon de liposomas
marcados con Tf. Los resultados demostraron una alta eficiencia de transfeccion en la
linea celular de leucemia cronica humana K562, en donde fue ocupada una menor
cantidad de doxorrubicina para inducir mayor dafio citotoxico (Wu et al. 2007).

Cisplatino es otra de las moléculas incorporadas en liposomas dirigidos por Tf. Su
efectividad fue evaluada en un modelo de raton de diseminacion peritoneal de células
de cancer géstrico humano MKN45P, donde el complejo llego a demostrar que podia
internalizar altas cantidades de cisplatino en la célula tumoral, con ello se observo un
incremento en la supervivencia del ratdn en comparacion a los grupos de ratones

tratados con complejos sin marcaje de Tf (Xu et al. 2011).

Por otra parte, existen diversos estudios donde han analizado liposomas marcados con
Tf y conteniendo material genético. Ejemplo de ello, fue un trabajo donde se
introdujo un pldsmido que codifica para la proteina p53, donde la estrategia a seguir
fue de remplazar el gen defectuoso en un modelo vivo con la linea celular tumoral

humana DU145 (carcinoma de cabeza y cuello) (Nakase et al. 2009). En otro estudio
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fueron analizados liposomas marcados con transferrina conteniendo oligo-antisentido
especificos en contra Bcl-2, los cuales resultaron ser efectivos contra células de
leucemia humana K562 “in vitro” asi como “in vivo” (Chiu et al. 2006; Zhang et al.

2009).

Otras formulaciones donde se emplean primordialmente fosfolipidos catidnicos han
demostrado ser altamente eficientes en la captura de DNA terapéutico y ser buenos
agentes de transfeccion de células en ensayos “in vitro”, sin embargo, al momento de
llevar estos estudios a modelos “in vivo”, pierden especificidad y bajos niveles de
transfeccion (Xu et al. 2001). Debido a ello, nuevas formulaciones conteniendo
fosfolipidos neutros ha ayudado mejorar su actividad, ademas, se han disefiado
fracciones de anticuerpos (scFv; fraccion variable de cadena sencilla de anticuerpo)
que reconocen al receptor de la transferrina, los cuales, al momento de ser
incorporados en los liposomas, reducen el tamafio del complejo, mejorando asi su
capacidad de penetracion a tumores solidos (Xu et al. 2001; Xu et al. 2002; Yu et al.
2004).

A la fecha, existen pocos ensayos en fases clinicas de liposomas dirigidos por Tf o
anticuerpos que reconocen al receptor de la transferrina. MBP-426 es un liposoma
conjugado con transferrina que entrega oxaliplatino. Este complejo fue sometido en
un ensayo clinico el cual ya fue concluido en el afo 2006 (NCT00355888) y en el
2009 se iniciaron ensayos clinicos en fase Ib/Il, como tratamiento de segunda linea
para el tratamiento de pacientes con céncer gastrico, cancer gastrico-esofagico y
adenocarcinoma esofagico [2009, NCT00964080]. Otro complejo en estudio es SGT-
53 el cual es un inmunoliposoma dirigido por scFv que reconocen al receptor de la
transferrina y contiene encapsulado un plasmido codificante para la proteina p53, este

anterior ensayo se encuentra en fase clinica I [2007, NCT0040613].
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3. JUSTIFICACION

Debido a los resultados favorables del empleo de complejos PEI-RNA interferencia
en contra de wt/ en ensayos “in vitro” e “in vivo”, es conveniente seguir trabajando
con el RNAi buscando su evaluacién en administracion via sistémica. Como
antecedentes, un trabajo previo a este, donde fue analizado la aplicacion de un
complejo PEI-plasmido codificante para un RNA de interferencia en contra de wtl,
administrado via aerosol, en pulmones de ratones con metastasis de melanoma, donde
se obtuvo como resultado una significativa reduccion tumoral, y esto debido al
silenciamiento del gen wt¢/, sin embargo, su limitacién de aplicacidon para atacar
células tumorales, es que actia exclusivamente contra tumores alojados en pulmoén y
no con tumores alojados en otros drganos. Debido a ello, en este trabajo se emplearan
las propiedades de aplicacion sistémica de los liposomas estéricos, con la finalidad de
incrementar su vida media en circulacion sanguinea, ademas, se empleara el anclaje
de la proteina de la transferrina, la cual se ligara en la superficie de los liposomas con
la finalidad de conferirle direccion. Su aplicacion sera via sistémica en un modelo de
implantacion subcutdnea de células de melanoma B16F10 en ratones C57BL/6,

esperando reducir la masa tumoral por medio del silenciamiento de wz/.
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4. HIPOTESIS

El complejo liposoma estérico dirigido con transferrina y conteniendo un plasmido
codificante para un RNAIi en contra de wt/ es capaz de disminuir la proliferacion “in

vitro” € in vivo, del melanoma murino B16F10.
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5. OBJETIVO GENERAL:

Determinar el efecto de la administracion del complejo liposoma estérico dirigido con

transferrina conteniendo un plasmido codificante para un RNAi en contra de wt/

sobre las células de melanoma murino B16F10 “in vitro” y en un modelo “in vivo”

5.1 OBJETIVOS PARTICULARES

[ L3 »
n vitro

Determinar el tamafo e indice de polidispersion del complejo liposoma
estérico dirigido con transferrina conteniendo un plasmido codificante para un
RNAI en contra de wt!.

Determinar la expresion del receptor de la transferrina y wt/ en la linea celular
B16F10.

Determinar la DLsy del complejo liposoma estérico dirigido con transferrina
conteniendo un plasmido codificante para un RNAi en contra de wt/ en

células de melanoma murino B16F10.

€6 e »
n vivo

Evaluar la reduccion tumoral, tras la administracion del complejo liposoma
estérico dirigido con transferrina conteniendo un plasmido codificante para un
RNAI en contra de wt/ aplicado via intravenosa.

Determinar la supervivencia en los grupos de ratones tratados con el complejo
lipososma+RNAi+Tf, Lipososma+RNAi, liposomas+GFP+Tf y control sin
tratamiento tras la implantacion del tumor.

Determinar la expresion del gen wt/ en muestras de tejido de los grupos de

ratones tratados.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Diserio experimental

A continuacion, se presenta el diagrama de flujo de la preparacion de los liposomas
estéricos dirigido con transferrina conteniendo un plasmido codificante para un RNAi
en contra de wt/ (Figura 11). Esquema del disefio experimental de los ensayos “in

vitro” e “in vivo” (Figura 12)

1.-Suspender lipidos 3.-Suspender lipidos en 5.-10 ciclos de
en solventes organicos PBS conteniendo DNA congelacion/descongelacion
tes
sower L nicas
al ovar gonY!
2B aC AN o
Cloroformo : metanol seg?
6.- 10 ciclos en extruder a
37°C
7-La Tf previamente es
incubada por lhora en buffer
10- Guardar en frasco de conteniendo  reactivo  de
Vi(iliO oscuro a 4°C Traut’s (2-lminothiolane
hydrochloride) y después
lavada.
Lo
[eX¢)
Ooo o (o)
0 e7c\ C o 8(;%

9.- Separar en columna © 5 @5 5 b aﬁsﬁe’m“"}o\ada © o o

liposomas cargados con Tf y o5 © ‘ame“te’““ o

DNA. SEPHADEX-25G © 5 000 prev

Figura 11. Produccion de liposomas por medio de la técnica de congelacién-descongelacion.
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“invitro”

‘invivo’

s

s»*Ensayos de viabilidad celular
s Observacion de GFP en miucroscopio confocal

Grupos:

*Lip solos
*Lip+RNAI+TE
*Lip+GFP+Tf
*Lip+RNAI1

Implantacion de tumor SC en ratones
C57/ble

Grupos: ssEvaluar peso general de los grupos
*Solucion salina *Evaluar el volumen tumoral

*Lip+RNA1+TE “¢Evaluar el peso final tumoral
LaptGFP+TL ssEvaluacion de la supervivencia
*Lip+RNA1 % Analisis de expresion de WT1

Figura 12. Diagrama experimental de los ensayos “in vitro” e “in vivo”

]
J

49

(
0




6.2 Cultivo Celular

La linea celular B16F10 fue obtenida del ATCC (American Type Culture Collection,
Manassas VA). La linea celular fue propagada en medio DMEM/F12 suplementado
con 10% de suero fetal bovino (SFB) e incubada en 5% de CO, a 37 ° C.

6.3 Viabilidad celular determinada por la técnica de MTT

Para los ensayos de proliferacion celular fueron sembradas 6 x 10° células en pozos
de placa de 96 pozos, posteriormente a las 24 horas de incubacidn, fueron retirados
los 100 pL de medio y fueron agregados 100 pL. de medio DMEM/F12 con y sin SFB
el cual contenia las concentraciones de los complejos lipidicos, después de 4 horas de
incubacion fueron agregados 100 pL de medio DMEM/F12 con 20% de SFB cuando
las células fueron incubadas en medio sin SFB. Las lecturas de la proliferacion se

realizaron posteriormente a las 48 horas por medio de la técnica de MTT

El ensayo de proliferacion se realizé por medio de la cuantificacién colorimétrica de
la reduccion. E1 MTT es una sal de tetrasolium utilizada en ensayos de sensibilidad
calorimétrica, esta sal es tomada por las mitocondrias de las células en la cadena
transportadora de electrones, éste proceso convierte a las sales en compuestos de

formazan cuya absorbancia se mide a 570 nm para MTT.

Para realizar la técnica fue preparada una solucion de 5 mg/mL en PBS estéril,
posteriormente fueron agregados 20 pL de la solucion a cada pozo y la placa fue
incubada a 37° C por alrededor de 45 minutos, posteriormente, se observo la
formacion de sales en el fondo del pozo y se procedid a retirar cuidadosamente el
medio por inversion, después las sales fueron disueltas en 200 uL. de DMSO para
posteriormente ser leidas en el lector de placas a 570 nm. Los ensayos se realizaran

por triplicado y se graficaran incluyendo la desviacion estandar.
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6.4 Western blot

Para la obtencién de proteinas y acidos nucleicos fueron sembradas 5 x 10" células en
pozos de placa de 6 pozos, posterior a las 24 horas de incubacion, fue removido el
medio de cultivo y fue agregado medio DMEM/F12 sin SFB conteniendo las
concentraciones de complejos lipidicos. Después las células fueron incubadas durante
4 horas a 37° C con 5 % CO,; después de las 5 horas fue agregado 1 mL de
DMEM/F12 con 20% de SFB. Las células fueron incubadas por 24, 48 y 72 horas a
37° C con 5 % CO2. Las extracciones de proteinas y acidos nucleicos se realizaron a

las 48 horas de tratamiento.

Los paquetes celulares fueron suspendidos en 100 uL de buffer de lisis (Triton 1%,
150mM NaCl, Tris 25mM, pH 7.6) y fueron incubados en hielo por 30 minutos.
Posteriormente las células fueron centrifugadas a 7,500 rpm por 5 minutos y el
sobrenadante fue transferido a un tubo estéril y fueron almacenadas a -80 °C hasta su

uso.

La concentracion de proteinas se determindé empleando el Kit Bio-Rad DC Protein
Assay siguiendo las instrucciones del fabricante. Se agregé 1 uL de solucion A y 20
uL de solucion S a cada pozo de la placa de 96; posteriormente se agregaron 3uL de
la muestra al pozo para después agregar 177ul de reactivo B e incubar por 10
minutos a temperatura ambiente; pasando los 10 minutos de incubacion la placa fue
leida en un lector de placas a una longitud de 595 nm. Como referencia se incluyeron
estandares de proteinas empleando el kit Quick Start Bovine Serum Albumin (BSA)

Standard Set (Bio-Rad, USA).

Se tomaron 50 ug de proteina total y se desnaturalizaron en buffer de carga que
contiene SDS y B-mercaptoentanol, se colocaron a 95 °C por 5 minutos y después se
cargaron en geles de acrilamida-SDS page al 12%, donde se corrieron a 40 volts por
20 minutos y posteriormente se incrementd el voltaje a 100 volts por 90 minutos,
después se procedid a transferir las proteinas del gel a una membrana de nitrocelulosa

usando un casete de transferencia de proteinas en condiciones de 25 volts por 2.5
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horas, finalizando con la trasferencia de proteinas se continud con el bloqueo de la

membrana con una solucion de TBS con leche al 5 % y tween al 5 % por una hora.

Para la inmuno-deteccion fueron empleados los siguientes anticuerpos primarios: C-
19 anti-WT]1 policlonal (Santa Cruz Biotechnology) y GAPDH monoclonal (Sigma-
Aldrich); y como segundos anticuerpos se emplearon anti-ratdbn y anti-conejo
proveidos por BIORAD; para su deteccion se empleod el Kit de quimioluminiscencia
de Roche y los resultados se visualizaron de acuerdo a las instrucciones del

fabricante.

6.5 Citometria de Flujo.

Para el andlisis de la expresion del receptor de la transferrina se realizé un ensayo de
citometria empleando el anticuerpo anti-raton CD71 marcado con FITC. Fueron
tomadas 1 x 10° y suspendidas en 200 uL de buffer PBS, posteriormente se le
adicionaron 4 pL del anticuerpo anti-CD71 y se dejo incubar por media hora en
oscuridad y a 4° C, posteriormente las células fueron colectadas por medio de
centrifugacion a 1600 rpm x 10 minutos a 4°C, después la pastilla celular fue lavada 2
veces empleando 500 pL de buffer PBS y finalmente las células fueron suspendidas

en 200 pL de buffer PBS para su lectura en BD Accuri C6.

6.6 Extraccion de RNA total y sintesis de cadena de DNA complementaria.

El RNA total de tejido tumoral se aislé usando 1 mL de reactivo Trizol (Life
Technologies, Gaithersburg, MD) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
Aproximadamente 50 mg de tejido tumoral fueron colectados, posteriormente fueron
congelados con nitrogeno liquido y macerados en un mortero empleando un pistilo,
después fue agregado 1 mL de Trizol y se dejo incubar a temperatura ambiente por 5
minutos, después se tomd la muestra y se deposité en un tubo nuevo estéril de 1.5
mL, después fueron agregados 200 pL de cloroformo y homogeniz6 con la muestra,
después el tubo fue centrifugado a 12,000 rpm por 10 minutos a 4° C, posteriormente
se observaron dos fases y una interfase. La fase acuosa fue tomada cuidadosamente y

se depositod en un tubo fresco; al tubo conteniendo la fase acuosa le fueron agregados
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500 pL de isopropanol y después fue centrifugado a 12,000 rpm por 10 minutos a
4°C, después, se decantod y se lavo la pastilla formada con 1 mL de etanol al 70% y se
centrifugé a 10,000 rpm por 5 minutos a 4°C. Finalmente se decantd el tubo por
inversion y se dejo secar a temperatura ambiente.

La pastilla conteniendo el RNA se disolvido en agua DEPC y fue cuantificado en
espectrofotometria a 260-280 nm. El DNACc se realizé de acuerdo a las instrucciones
del fabricante (Life Technologies). Se usaron Sug de RNA total, 1uL de oligo (dT-
12-18 [0.5ug/ul]), 1uL de una mezcla de dNTP’s (10mM) y se adicion6 agua-DEPC
hasta alcanzar un volumen de 12 uL, la reacciéon fue incubada a 65°C por 5 minutos.
Después de este tiempo se pasaron las reacciones a hielo para continuar adicionando
4 uL de buffer 5X, 2ulL de DTT (0.1 M) y 1uL de inhibidor de RNAsa; después la
reaccion se incubd a 42°C por 2 minutos y adicion6 luL de Superscript II (200
unidades/uL); la mezcla final se incub6 a 42°C por 50 minutos y posteriormente se

inactivé a 70 °C por 15 minutos. El DNAc fue almacenado a -20°C hasta su uso.

6.7 Reaccion de PCR cuantitativo.

Para la cuantificacion de la expresion del gen wt¢/ fue montado por medio de PCR en
Tiempo Real multiple empleando sondas Tagman. Las reacciones fueron realizadas
por triplicado empleando 10 pL de buffer 2X Universal PCR Master Mix (Roche
Branchburg, New Jersey USA), 1 uL de la mezcla de primers y sonda Tagman para la
deteccion del gen wt/ marcado con FAM y 1 pL de la mezcla de primers y sonda
Tagman para B-actina marcado con VIC (proveido por Applied Biosystems), 2 uL de
DNAc aforando con agua hasta 20 puL para cada reaccion. Para realizar la

cuantificacion fue empleado el método de Livak (Livak y Schmittgen. 2001).
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6.8 Estructura del vector

Map of pGSH1-GFP: 5318 bps, Circular DNA

4 HSVTK  pGSH1-GFP
Poly A (531 8 bp)

Kan/Neo

‘ Poly A
pAmp/
pPSV40 Py
\ EcoR|
BamH |
$iRNA Cloning sire
Nor 1
Figura 13. Estructura del vector
Tabla 4.- Elementos del Vector
Elemento Inicio — Termino Descripcion
pCMV 59-808 Secuencia del promotor de CMV
GFP 843-1500 Secuencia del gen codificante GFP
Poly A 1572-1801 Paro de la transcripcion y secuencia de poliadenilacion
pH1 promotor 1808-1900 Secuencia del promotor H1 RNA polimerasa I1I
pAMP/pSV40 2689-3030 Promotores de ampicilina y SV40 (en tandem)
Kan/Neo 3152-3942 Secuencia de los genes de resistencia a la kamanicina y neomicina
HSV TK Poly A 4182-4200 Secuencia sefial de poliadenilacion de la Timidina-quinasa de HSV
pUC Ori 4531-5174 Secuencia del origen de replicacion pUC

6.9 Secuencia codificante para el RNA de interferencia
El plasmido recombinante empleado contiene la siguiente secuencia nucleotidica

(sentido y antisentido) que codifican para el RNAI dirigido contra wt!:

WT1-1: 5-GATCCGGCTGTCCCACTTACAGATGGAAGCTTGCATCTGTAAGTGGGACAGCTTTTTTGGAAG -3,
3-GCCGACAGGGTGAATGTCTACCTTCGAACGTAGACATTCACCCTGTCGAAAAAACCTTCGCCGG-5

Not |

H1 promoter
overhang

cG GGCCGCG
5CCTAG CGC1

BamH |
overhang

Figural4. Secuencia de insercion
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Estas secuencias fueron insertadas en el plasmido pGSHI1-GFP para generar el
plasmido recombinante wt/-1; Posteriormente fueron transformadas bacterias calcio-
competentes, de las cuales fueron seleccionadas las clonas positivas y se procedio a
inocular en 500 mL de caldo LB para realizar la extraccidon a mediana escala
utilizando el kit comercial de QUIAGEN (Zamora-Avila et al. 2007). (Figuras 13, 14
y Tabla 4)

6.10 Preparacion de liposomas.

Para la preparacion de los liposomas estéricos fueron empleados los siguientes lipidos
POPC, DDAB, DSPE-PEG (2000) y DSPE-PEG (2000)-Maleimida proveidos por
Avanti Polar Lipids USA, en la siguientes concentraciones: POPC 19.2 pmol, DDAB
0.2 pmol, DSPE-PEG 2000 0.6 umol y DSPE-PEG 2000-maleimide 30 nmol, la
mezcla fue suspendida en cloroformo:metanol relacion 2:1 en un volumen total de 3
mL, posteriormente los solventes fueron evaporados empleando gas nitrogeno.
Después de evaporados los solventes se dio pie a la formacion de una delgada capa
sobre el matraz, posteriormente fueron suspendidos en 0.2 mL de buffer PBS
conteniendo 200 pg de DNA plasmidico; después la mezcla fue agitada
vigorosamente en vortex por 2 minutos y sonicada por 5 periodos de 30 segundos,
posteriormente la mezcla fue pasada por 10 ciclos de congelacion y atemperacion a
40°C (4 minutos en congelacion y 2 minutos en incubacion a 40°C por 2 minutos). El
ajuste del tamafio de los liposomas fue realizado empleando membranas de
policarbonato con un tamafio de poro de 100 nm, las cuales fueron acopladas en el
extruder; los liposomas fueron pasados 10 veces a través de la membrana; terminando
el proceso, los liposomas fueron guardados a 4° C en oscuridad. Para eliminar el
DNA no incorporado fue empleado 10 U de endonucleasa I y 5 mM de Mg,Cl, la
mezcla fue incubada por 1 hora a 37°C. Terminado el proceso los liposomas fueron

analizados por medio del Zetasizer Nano ZS90, Malvern Instruments.

Para el anclaje de la transferrina murina fue realizado un protocolo con un exceso de
40 veces mas de proteina en relacion al DSPE-PEG (2000) MAL. Para activar los

grupos thiol a la proteina se realizé haciendo uso del reactivo de Traut’s en relacion
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molar de 400 moles mas suspendidos en 100 uL de buffer EDTA-boratos pH 8.5
(borato de sodio al 0.15 M y EDTA al 0.1 mM), la mezcla fue incubada a temperatura
ambiente por 2 horas en movimiento y en oscuridad, para posteriormente separar la
proteina por medio de ultrafiltracion en columnas de AMICON de tamafio de corte de
10 kDa a 16000g por 10 minutos y concentradas en 50 pL de buffer PBS.
Inmediatamente después, las proteinas fueron mezcladas con los liposomas
conteniendo al grupo maleimida del fosfolipido DSPE-PEG (2000) MAL, y para
llevar a cabo en entrecruzamiento, fueron incubados a 4° C toda la noche (16 horas).
Para la separacion de las moléculas de proteina acopladas a los liposomas fue llevado

a cabo por medio de dialisis empleando una membrana de 50 kDa.

6.11 Modelo de melanoma murino

5 x10° células B16F10 de melanoma murino suspendidas en medio DMEM F12 sin
SFB fueron inoculadas via sub-cutdnea en la extremidad posterior de ratones hembra
C57BL/6 de 6-8 semanas. Para el ensayo se generaron 2 grupos inoculados, los
cuales un grupo fue tratado con los complejos de liposomas y otro sin tratamiento,
ambos grupos fueron mantenidos en condiciones de ciclos de iluminacion de 12 horas
diarias de luz, con libre acceso al alimento y al agua. Al dia 4, posterior a la
inoculacion de las células, el grupo de ratones con tratamiento fueron inyectados con
50 pL del complejo via intravenosa por la vena del tallo de la cola y posteriormente
cada 5 dias, fue aplicado el tratamiento hasta llegar a 29 dias. Posteriormente los
ratones fueron sacrificados el dia 30 para la coleccion y pesaje de los tumores. Para el
ensayo de supervivencia fueron tomados en cuenta los datos de la fecha de muerte de

los ratones previo al dia 30.

6.12 Anadlisis estadisticos

Todos los resultados del volumen, peso general y peso tumoral fueron analizados
mediante ANOVA (SPSS version 17.0.) y la comparacion de medias fue mediante
Dunnett, los resultados el analisis de supervivencia fueron analizados por medio del

analisis Kaplan-Meier.
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7. RESULTADOS

7.1 Tamariio e indice de dispersion del complejo Lip+RNAi+Tf

La formulacion que ofrecio las caracteristicas requeridas para este trabajo fueron

establecidas empleando los siguientes reactivos (Ver tabla 5):

Tabla 5. Caracteristicas de los reactivos empleados en la formulacion del liposoma

nombre del reactivo concentracién % Funcion Carga
POPC palmitoil-oleil-fosfatidilcolina 19.2 pmol 96 estructural Neutro
DDAB Bromuro de dimetil-dioctadecil-Amonio 0.2 pmol 1 encapsular al DNA +
DSPE-PEG2000 diasteroil-glicerol-fosfatidil-etanolamina 0.6 umol 3 Estérico Neutro
polietilenglicol 2000

DSPE-PEG2000-MAL Diasteroil-glicerol-fosfatidil- 30 nmol <1 Estérico y uni6n a Neutro

etanolamina polietilenglicol 2000 maleimida

proteina

El porcentaje de incorporacion calculado fue estimado entre 50 y 60% el cual fue

cuantificado en Nanodrop 2000. El tamafio promedio obtenido de liposoma fue de 86

nm antes y después de incorporar la transferrina, con un indice de dispersion de

0.154, indicando homogeneidad de tamafio del liposoma. La incorporacion de la

transferrina se realizd por una reaccion previamente mencionada en la seccion 6.70

Preparacion de liposomas de Material y Método donde se describe la activacion de

grupos thiol (-SH) en la transferrina y estos posteriormente reaccionan con el grupo

imida. Su unién no modifico en tamafio ni homogeneidad en la formulacion de

liposomas (Figura 15).
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Figura 15. Distribucién del tamaiio y homogeneidad del complejo Liposomal. A) Evaluacioén por
dispersion de luz dindmica (DLS) del tamaiio de particula del complejo liposomal sin la incorporacion
de la transferrina y B) Evaluacion por dispersion de luz dindmica (DLS) del tamaiio de particula del
complejo liposomal con la incorporacion de la transferrina. Ambos graficos son representativos y
fueron obtenidos en el equipo Zetasizer Nano ZS90, Malvern Instruments. Para la lectura se tomaron
50 pL del formulado y fueron suspendidos en 950 pL de buffer de fosfatos pH 7. La grafica es
representativa de las lecturas realizadas. En el grafico se muestra el porcentaje de intensidad en

relacion al tamafio (didmetro del complejo) expresado en nm.
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7.2 Expresion de WTI y del receptor de la transferrina en la linea celular B16F10

Con la finalidad de corroborar si las células de melanoma B16F10 expresaban la
proteina del receptor de la transferrina y WTI1, un andlisis mediante western blot
demostré la presencia de ambas proteinas en la linea celular (Figura 16 a), la
determinacion de la expresion del receptor de la transferrina fue confirmada mediante
citometria de flujo, encontrando un 87.7 % de expresion de este receptor en las

células de melanoma (Ver Figura 16 b).

o

WT1 52-54 kDa Receptor de la Transferrina 85-90 kDa

‘ G3PDH 36 kDa

G3PDH 36 kDa
12.3% 87.7%
b
I=
=)
S}
@)

CD71 FITC

Figura 16. Expresion de las proteinas WT1 y receptor de la transferrina en la linea celular

B16F10 a) Western blot donde se detectan las proteinas de WT1 y receptor de la transferrina en la
linea celular B16F10. b) Expresion de la produccion del receptor de la transferrina en la linea celular

B16F10 evaluado mediante citometria de flujo.
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7.3 Efecto del complejo Lip+RNAi+Tf en células de melanoma murino B16F10

Para determinar el efecto del complejo liposomal en células B16F10 “in vitro”,
fueron sembradas 3000 células en placas de 96 pozos, posteriormente fueron tratadas
con las siguientes formulaciones: Lip+Tf+RNAi, Lip+RNAi, liposomas vacios,
RNAI solo y Lip+GFP+Tf a concentraciones bajas (0.5, 1, 2 y 4 uL), sin embargo, no
se observaron cambios significativos en la proliferacion celular (p<0.05).
Posteriormente se adicionaron 6, 12, 24 y 36 pL usando los tratamientos
Lip+RNAi+Tf y liposomas solos en condiciones con suero fetal bovino (SFB) y
sin/SFB. Las células tratadas en condiciones sin SFB, posterior a 4 horas, se le
adiciono medio conteniendo 20% de SFB, todos los tratamientos fueron ajustados a

200 pL con una concentracion final de 10% SFB.

Inicialmente las células tratadas con el complejo, fueron observadas en microscopio
confocal de fluorescencia a las 48 horas, ya que el vector expresa la proteina GFP. El
resultado de la observacion en microscopio invertido de fluorescencia presentd un
bajo nivel de transfeccion en la concentracion de 6uL (3% aproximadamente,
calculado visualmente)(Figura 17) posteriormente la placa fue analizada por MTT y
el resultado muestra que las células tratadas con Lip+RNAi+Tf a las concentraciones
de 6 pL disminuyeron su viabilidad celular en un 30 %, cuando se incremento la
dosis a 12 pL el porcentaje de viabilidad disminuyo al 100 %, por otra parte el
control del tratamiento con liposomas vacios demostrd el mismo efecto citotdxico,
asumiendo que la muerte celular fue debido a la concentracion de lipidos y no al
silenciamiento por el RNAi. Ademas, se observd que las células que habian sido
tratadas al momento de la transfeccion con Lip+RNAi+Tf en condiciones de medio
sin/SFB su porcentaje de citotoxicidad celular fue del 100% en la concentracion de 6
pL. Determinando que la constitucion de lipidos contenidos en nuestros complejos

liposomales son mas citotdxicos en condiciones sin/SFB (Figura 18).
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Figura 17. Expresion de GFP tras la transfeccion con el complejo Lip+RNAi+Tf en células de
melanoma murino B16F10. a).- Célula transfectada con el Lip+RNAi+Tf a concentraciones de 6 pL
observada a las 48 horas, mediante microscopia de fluorescencia y b).- Célula transfectada con el

Lip+RNAi+Tf a concentraciones de 6 pL observada a las 48 horas empleando microscopia de campo

claro.
120 wedpem Lip+RANAISTIC/SFB === liposomas solos 5/SFB
-y Lip+RANAISTIS/SFB w—— liposomas solos ¢ /SFB
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Figura 18. Analisis de viabilidad de las células de B16F10 tratadas con el complejo
Lip+RNAIi+TH. 3000 células sembradas en placa de 96 pozos fueron tratadas a distintas
concentraciones del complejo Lip+tRNAi+Tf y liposomas solos en condiciones con y sin/SFB al
momento de la transfeccion (100 pL), después de 4 horas de incubacion, todos los pozos fueron
ajustados a 200 pL empleando medio DMEM F12 con una concentracion final de 10% SFB. El

ensayo fue corrido por triplicado. *P<0.05 significancia con respecto al control.
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Ensayo “in vivo”
7.4 Evaluacion del peso general de los grupos de ratones tratados con el complejo

Lip+RNAi+Tf.

Inicialmente el total de ratones empleados en el ensayo fueron inoculados con
500,000 células inyectados via subcutdnea a la altura del muslo posterior derecho.
Posteriormente a partir del dia 4, fueron separados los ratones por grupo y se realizéd
la medicién del pesaje general. Todos los grupos presentaron un incremento en el
peso. Los grupos de ratones sin tratamiento y Lip+RNAi+Tf mostraron un
incremento del 34% +24.92% y 41% +12.78 de ganancia de peso respectivamente,
sin presentar un efecto significativo entre grupos. En los grupos de Lip+RNAi y Lip+
GFP+Tf se observo un ligero incremento de 1.5 £12.97 y 10 % +6.87 ganancia de
peso respectivamente tomando en cuenta como ultima lectura el dia 19 (Figura 19).
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Figura 19. Analisis del peso general de los grupos de ratones. La figura presenta los promedios de
los porcentajes del total de los grupos (sin tratamiento, Lip+RNAi+Tf, Lip+RNAi y Lip+GFP+Tf)

durante la duracion del ensayo. Ninguno de los grupos presentd cambio significativo. Los datos de los

grupos Lip+RNAi y Lip+GFP+Tf fueron presentados hasta la supervivencia de los mismos grupos.
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7.5 Evaluacion del volumen tumoral de los grupos de ratones tratados con el

complejo Lip+RNAi+Tf

Los resultados muestran que el grupo de ratones Lip+RNAi y Lip+GFP+Tf
presentaron un incremento en el tamafio, sin embargo, se observa disminucion en la
supervivencia, por esta razon solo fueron colectados los datos hasta el dia 19 después
del implante de tumor. El grupo de Lip+RNAi+Tf mostré una disminucion
significativa (p<0.05) en el volumen del tumor comparado con el grupo sin
tratamiento, considerando el tiempo y crecimiento del tumor. Las lecturas finales
presentan medias de 7,871 mm’ +2,087 para el grupo sin tratamiento y 5,981mm’

+2,099 para el grupo Lip+RNAi+Tf, observandose disminucion tumoral (Figura 20).
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Figura 20. Analisis del volumen tumoral de los grupos de ratones en tratamiento. Los datos del
largo y ancho de los tumores de cada uno de los grupos fueron analizados de acuerdo a lo descrito en
Material y Métodos. Los datos son expresados en mm’ y cada grupo presenta su desviacion estandar.

*P<0.05 significancia con respecto al control.
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7.6 Evaluacion del peso tumoral de los grupos de ratones tratados con el complejo

Lip+RNAi+Tf

Se encontré que en los ratones tratados con el complejo Lip+RNAi+Tf se produjo
una reduccion en la masa tumoral de manera significativa (5.5 g £0.87) comparado
con el grupo de ratones sin tratamiento (8.8 g £+ 0.30) (p<0.05) (Figura 21). En estos
resultados no se incluyeron los resultados de los grupos restantes tratados debido a

que indujo un alto porcentaje de mortalidad en los ratones.

12 - — (®<0.05)——M—
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Grupos de ratones

Figura 21. Analisis del peso del tumor de los grupos de ratones en tratamiento.
La figura muestra el promedio del peso de los grupos de ratones sin tratamiento y ratones tratados con

Lip+RNAi+Tfy. Significancia *p<0.5 y desviacion estandar.
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7.7 Sobrevida de los ratones tratados con el complejo Lip+RNAi+Tf

El tiempo promedio obtenido del grupo de ratones sin tratamiento fue de 25 dias
+1.0. El porcentaje de supervivencia del grupo de ratones sin tratamiento (Figura 23)
fue del 22 % de supervivencia en comparacion al grupo de ratones Lip+RNAi+Tf
(Figura 24) que presento un 62 % de supervivencia, lo cual representa un incremento
del 40 % en la supervivencia. Los grupos de ratones Lip+RNAi (Figura 25) y
Lip+GFP+Tf (Figura 26) no presentaron ratones vivos al final del analisis (dia 30)
(Figura 22).
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Figura 22. Porcentajes de supervivencia Kaplan-Meier de los grupos de ratones sin tratamiento,
Lip+RNAi+Tf, Lip+RNAi y Lip+GFP+Tf. El ensayo fue finalizado con el sacrificio de los ratones
sobrevivientes en el dia 30. El valor presenta un valor de significancia Log Rank p<0.060 con respecto

al grupo de ratones sin tratamiento.

65

——
| —



7.7.1 Imdgenes de los ratones con tumor y tumores colectados de los grupos en

tratamiento

y -

Figura 23.- Imdgenes del grupo de ratones sin tratamiento. Las imdgenes descritas con los incisos a,

b, ¢ y f muestran ratones con tumor expuesto; las imdgenes descritas con los incisos d y e muestran
ratones con tumor en extremidad posterior derecha; las imdgenes descritas con los incisos g, h e i

muestran tumores colectados del grupo de ratones.

Figura 24.- Imdgenes del grupo de ratones Lip+RNAi+Tf. En la imagen descrita con el inciso a se

muestra al raton con tumor en extremidad posterior derecha, en las imagenes descritas con los incisos
b, ¢ y d, muestran a los ratones con tumor expuesto,; en las imdagenes descritas con los incisos e y f

muestran los tumores colectados del grupo de ratones.

66

——
| —



wld

e mm'llmﬂ'

LA

O.‘

WWW ——r—ry

Figura 25.- Imdgenes del grupo de ratones Lip+RNAi. En las imdgenes descritas con los incisos a, b
¢y d muestra a los ratones con tumor en extremidad posterior derecha; en las imdgenes descritas con

los incisos e y f muestran los tumores colectados del grupo de ratones.
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Figura 26.- Imdgenes del grupo de ratones Lip+GFP+Tf. En las imdgenes descritas con los incisos a
y b muestran al raton con tumor en extremidad posterior derecha; en la imagen descrita con el inciso
c muestran a los ratones con tumor expuesto, en las imdgenes descritas con los incisos d y e muestran

los tumores colectados del grupo de ratones.
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7.8 Determinacion de la expresion del gen wtl

Muestras de tejido tumoral pertenecientes a los cuatro grupos de ratones, fueron
analizadas mediante PCR cuantitativo, empleando un andlisis de expresion relativa
descrito por Livak (Livak y Schmittgen. 2001). Las muestras de tejido tumoral fueron
colectadas a partir de los ratones sobrevivientes y de los grupos donde no se
presentaron sobrevivientes, las muestras de tejido fueron tomadas inmediatamente a
la muerte del raton.

Los tumores del grupo control sin tratamiento mostraron un nivel de expresion de
1,809 +2.4937, con valores de expresion muy similares a los grupos de ratones
tratados con Lip+RNAi 1.3482 +0.4387 y Lip+GFP+Tf 1.8915 +£0.6993, donde no
fue encontranda diferencia significativa cuando se compararon entre grupos. Sin
embrago el tratamiento con Lip+RNAi+Tf disminuyé la expresion del gen wtl a

0.2145 +0.2867

(Figura 27).
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Fig.-27 Analisis de la expresion relativa de wt/ en muestras de tejido tumoral de los grupos
analizados en el ensayo “in vivo”. Las reacciones de RT-PCR cuantitativo fueron corridas por
duplicado y empleando B -actina como control endégeno. La desviacion estandar y el valor estadistico
son presentados en la figura (p<0.168).
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8. DISCUSION

El proposito del trabajo fue analizar la capacidad de reduccion tumoral de melanoma
subcutaneo mediante un RNAi en contra de w¢/ encapsulado en liposomas estéricos
guiados por transferrina, aplicado via intravenosa. Como parte inicial del trabajo,
fueron analizadas células de melanoma murino B16F10 “in vitro”, donde se
determinando la expresion de ambas proteinas WT1 y TR, debido a que era
importante demostrar la presencia de ambas proteinas para llevar a cabo el modelo
“in vivo”. A la fecha no existen trabajos donde se analicen simultineamente ambas
proteinas en células tumorales, sin embargo, trabajos previos han encontrado alta
expresion del TfR en eventos de proliferacion celular como el cancer, incluyendo el
melanoma (Liu et al. 2009). En cuanto al estudio de WTI1, trabajos recientes han
optado por clasificarlo como un marcador tumoral, ya que es encontrado altamente
expresado en una amplia variedad de neoplasias, incluyendo melanoma (Wagner et

al. 2008; Garrido-Ruiz et al. 2010).

Nuestra formulacion de liposomas Lip+RNAi+Tf aplicados “in vitro” no tuvo el
efecto deseado, el cual lo asociamos a la formulacion de lipidos estéricos contenidos
en el liposoma, y a pesar de contener superficialmente a la Tf, no se observa un
incremento en la transfeccion. Por otra parte, tomando en consideracion la
disminucion de la transfeccion por el SFB, fue montado un ensayo en condiciones
ausentes de SFB al momento de la transfeccion, sin embargo, no se presentaron
cambios significativos a nivel de transfeccion, pero si en toxicidad, asumiendo que la

toxicidad fue debido a la alta concentracion de fosfolipidos (Kircheis et al. 1999).

La conformacion de fosfolipidos y polimero en el liposoma elaborado en este trabajo,
contenian principalmente lipidos en 96% neutros, 1% cationico, 3% estérico y < 1%
de fosfolipido con el grupo funcional maleimida. Estos tltimos fosfolipidos contenian
polietilenglicol en su extremo hidrofobico, con la finalidad de no ocultar la

transferrina o impedir la unién al momento de formar el complejo (Shi y Pardridge.
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2000). Actualmente las transfecciones de 4cidos nucleicos “in vitro” son
caracterizadas por contener mezclas de lipidos y/o polimeros catidnicos, los cuales
pueden capturar al &cido nucleico y entregarlo en el interior de la célula, ya sea por
fusion de membranas y/o endocitosis. Existen pocas revisiones donde se analicen la
transfeccion con lipidos neutros o estéricos “in vitro” y estos son preferentemente
analizados “in vivo” (Lee et al. 2013; Landen et al. 2005). Ademas, la formulacién
empleada en ente trabajo contenia fosfolipidos unidos a PEG de 2000 kDa, los cuales
son empleados en sistemas en circulacién debido a sus propiedades (Davis et al.,
2010). Se ha observado que el empleo de PEG incrementa significativamente su vida
media en circulacion, ademas de incrementar la selectividad tal y como lo demuestran
Whitehead y colaboradores, donde sus resultados se observa un incremento de la vida
media en circulacion, el cual es asociado a la reduccion de los complejos lipidicos por
el sistema reticuloendotelial (Whitehead et al. 2009), ademas Greish y colaboradores
describen la presencia de un fenomeno llamado permeabilidad mejorada y retencion
(Enhanced Permeability and Retention) lo cual se refiere a que los complejos
lipidicos con PEG tienden a ser retenidos en tumores debido a la irregularidad y
reduccion de la arquitectura de los vasos sanguineos formados en el tumor (Greish et

al. 2007).

Los complejos conformados por lipidos y/o polimeros catidénicos tienden a ser muy
inestables en plasma, debido a que interactuan con superficies de membranas o
proteinas séricas (Kircheis et al. 1999). Por ello, diversas publicaciones utilizando
polimeros con carga se limitan a su aplicacion de manera local o intratumoral,

limitandose al tratamiento de tumores superficiales (Nakase et al. 2005).

La decision de usar un tamafio definido menor a 100 nm de didmetro de liposoma y
su constitucion estructural se realizaron considerando las condiciones referidas por
Huwyler y colaboradores. El tamafio y constitucion lipidica confiere caracteristicas
propias a los liposomas, ya que le confieren capacidad de viajar por torrente
sanguineo y llegan a pequefios vasos irregulares que son producto del angiogénesis

tumoral (Huwyler et al. 1996)
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Ademas, se ha demostrado que complejos lipidicos menores a 100 nm tienden a
cruzar la barrera hematoencefilica, lo cual incrementa las posibilidades de empleo

para atacar metastasis o tumores propios alojados en cerebro (Huwyler et al. 1996)

La transferrina o anticuerpos que reconocen al TfR, son de las principales moléculas
utilizadas en la direccion de agentes terapéuticos aplicados via sistémica. Otro
ejemplo de direccion de drogas han sido los anticuerpos que reconocen al receptor
Her2/neu, sin embargo, un estudio donde encapsulaban doxorrubicina en liposomas y
los dirigian con el anticuerpo Herceptin, fueron observados efectos cardiopaticos
graves por lo cual, no fue recomendado su aplicacion en fases clinicas (Park et al.

2002).

Considerando mas a las referencias de Shi y Huwyler de sus resultados “in vivo”, se
realizd un ensayo piloto el cual dio pauta a realizar el ensayo completo en ratones
(Shi et al. 2000; Huwyler et al. 1996). En los ensayos “in vivo” solo se contemplaron
los grupos de Lip+RNAi+Tf, Lip+tRNAi y Lip+GFP+Tf y un grupo en el cual se
inoculo con solucidn salina “sin tratamiento”. Teniendo como antecedentes previos
trabajos en el laboratorio, se establecié un modelo en donde al inocular 500,000
células de melanoma murino B16F10 via subcutdnea en ratones C57BL/6, fue posible
formar tumor y visualizarlo entre el dia 7 al 9 post-inoculacion, e induciendo la
muerte del raton en un promedio de 30 dias. El nimero de aplicaciones de los
tratamientos fue considerando la referencia de Nakase y colaboradores, donde
administraba liposomas unidos a transferrina conteniendo plasmido codificante de
p53 aplicados via intratumoral. Los tratamientos fueron aplicados por la vena caudal
en la cola del ratén, a partir del dia 4 con intervalos de 5 dias entre tratamiento.

(Nakase et al. 2005).

En la actualidad existe un gran auge en el empleo de la vacunacién con péptidos de
WTI, y en ensayos en fase clinica, realizados por un grupo de japoneses (Morita et

al. 2006) ha demostrado tener muy alentadores resultados, ademés, el National
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Cancer Institute en el 2009 categorizo 75 antigenos de los cuales, WT1 fue etiquetado
como “el antigeno ideal” para el tratamiento en cancer, adicionando a ello, que a
WTI lo podemos encontrar en casi cualquier tipo de neoplasia, sin embargo, la
inmunoterapia no es capaz de inducir una respuesta apropiada en todos los casos,

debido a que la vacunacién con péptidos de WT1 es dependiente de HLA.

A la fecha, una limitante en el empleo de &cidos nucleicos terapéuticos ha sido la
proteccion y selectividad por células tumorales al ser aplicados sistémicamente, por
ello, la unién superficial de la transferrina al complejo liposomal daria esa direccion
hacia las células tumorales y el liposoma protegeria y concentraria al 4cido nucleico.
Existen diversos trabajos donde se emplean RNAi de forma terapéutica, los cuales
presentan resultados significativos. El primero de ellos, es el uso de un plasmido que
codifica para p53, lo cual, ha demostrado ser efectivo al aplicarlo solo y al
combinarlo con otro tipo de terapias, como radioterapia y quimioterapia (Xu et al.
2001) debido a la propiedad de inducir sensibilidad a apoptosis. El empleo de RNAi
en contra de WT1 también ha demostrado inducir quimio-sensibilidad, debido a que
WTI regula positivamente a la proteina anti-apoptotica Bcl-2 (Zapata-Benavides et
al. 2012; Mayo et al. 1999). El otro trabajo donde se observan resultados favorables,
es cuando se emplea un RNAi en contra de HIF1a. (Liu et al. 2009; Koh et al. 2010).
Este es un factor de transcripcion el cual se ha observado altamente expresado en
multiples tipos de tumores, el cual se ve inducido a la falta de oxigeno. El efecto
principal observado al momento de silenciar HIF1a, es la reduccion del angiogénesis,
los cuales cumplen con el objetivo de disminuir los vasos sanguineos, racionando con
ello la disponibilidad de nutrientes y oxigeno al tumor. Estudios recientes han
encontrado una regulacion positiva de HIF1a a VEGF. Por otra parte, WT1 también
es capaz de regular positivamente a VEGF (Iranparast et al. 2014). Un estudio
realizado por nuestro grupo Zamora-Avila y col, demostraron que el silenciamiento
de wt/ inducia la reduccion del nimero de vasos sanguineos (Zamora-Avila et al.

2009)
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En los resultados “in vivo” de este trabajo, se pudo observar un decremento en el
volumen tumoral de 5981 mm’ + 2099 para el grupo Lip+RNAi+Tf, en comparacion
al grupo sin tratamiento que presenté un volumen promedio de 7871 mm’ + 2087,
ademads se mostro un una reduccion en el peso del tumor de 5.5 g = 0.87 para el grupo
Lip+RNAi+Tf de peso en comparacion a 8.8 g + 0.30 para el grupo sin tratamiento.
En andlisis de Kaplan-Meier fue observado un incremento en la porcentaje de
supervivencia de los ratones tratados con Lip+RNAi+Tf de 62 %, en comparacion
con el grupo de ratones sin tratamiento que presentd 22%. El ensayo de expresion
cuantitativa corroboro que la reduccion de la masa tumoral fue debido al
silenciamiento de wt/ y la direccion dada por la Tf. No se observd cambio
significativo en el peso general de los ratones lo cual nos ayuda a indagar que los

ratones no presentaron efectos adversos al menos visibles en el peso.

Este modelo “in vivo” es caracterizado por ser muy agresivo, ya que es capaz
provocar la muerte del raton en un promedio menor a 30 dias, es por ello que no se
pudo incrementar el nimero de aplicaciones en la vena caudal. Debido a ello, sera
importante realizar estudios donde se analicen a detalle los efectos secundarios del
complejo Lip+RNAi+Tf aplicado a escalas mas altas o en aplicaciones con mayor
frecuencia, ademas de usarlo en combinacidén con quimioterapia sistémica o realizar

un complejo que contenga ambos agentes terapéuticos encapsulados.
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9. CONCLUSIONES

El complejo Lip+tRNAi+Tf conformado con lipidos estéricos presenta muy
bajos niveles de transfeccion “in vitro” y el incremento en la concentracion
de liposomas afecta la viabilidad celular debido a la concentracion de lipidos
y no al efecto del silenciamiento de w¢/.

En los resultados, el Lip+tRNAi+Tf demostr6 no afectar significativamente el
peso total de los grupos de ratones en tratamiento

De los resultados “in vivo”, el complejo Lip+RNAi+Tf demostro ser capaz de
reducir el volumen tumoral de 7871 mm” + 2087 correspondiente al grupo sin
tratamiento a 5981 mm’ + 2099 para el grupo Lip+RNAi+Tf.

El complejo Lip+RNAi+Tf demostrd ser capaz de reducir el peso final del
tumor correspondiente de 8.8 g + 0.30 para el grupo sin tratamiento hasta 5.5
g + 0.87 para el grupo Lip+tRNAi+Tf.

El complejo Lip+RNAi+Tf demostré un incremento en los porcentajes de
supervivencia correspondiente al 62 % para el grupo Lip+RNAi+Tf en
comparacion al 22 % del grupo sin tratamiento.

El complejo Lip+RNAi+Tf demostrd disminuir la expresion relativa de wtl de
0.2145 £+ 0.2867 en comparacion con 1,809 + 2.4937 del grupo sin
tratamiento, 1.3482 £0.4387 del grupo Lip+RNAiy 1.8915 £0.6993 del grupo
Lip+GFP+Tf.
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PERSPECTIVAS

1.- se tendrian que hacer analisis de los efectos citotdxicos tras la aplicacion del

complejo Lip+RNAi+TT, debido a la presencia de WT1 de manera basal.

2.- serd llevar un andlisis de expresion de ambas proteinas de manera simultdnea en
tejidos tumorales humanos, con la finalidad de asociar ambas proteinas como
marcadores tumorales, con la finalidad de generar conocimiento de la especificidad

esperada.

3.- es llevar esta metodologia implementando moléculas activas sin tener que usar el
vector, debido a los problemas del uso de secuencias codificantes de resistencia a

antibioticos.

4.- es llevar a cabo la combinacion de este tratamiento del cual se ha observado que
es capaz de inducir sensibilidad por medio del silenciamiento de WTI1 vy
posteriormente llevar la aplicacion de drogas convencionales en cancer, como lo es la
doxorubicina, cisplatino, taxol, vincristina, entre otras. Esto podria traer consigo la

reduccion de las concentraciones de la droga y con ello su efecto secundario.
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Abstract. The global incidence of melanoma is increasing.
Mortality from melanoma is influenced primarily by metas-
tasis in advanced stages of the disease. Current treatments
are largely ineffective; thus, novel gene delivery approaches
that target tumor-specific markers may be useful for the
treatment of melanoma. Systemic administration of encap-
sulated RNA-interference plasmids targeted against tumor
cells is a potential alternative therapy for cancer. Formula-
tions of transferrin (Tf)-conjugated polyethylene glycol
(PEG) liposomes loaded with short hairpin RNA (shRNA)
against WT'I (Lip + RNAI + Tf), PEG liposomes loaded with
shRNA against WT'I (Lip + RNAI), Tf-conjugated PEG lipo-
somes loaded with pEGFP-N3 (Lip + GFP + Tf) and saline
solution as negative control (untreated) were administered
systemically to C57BL/6 mice implanted subcutaneously
with a melanoma cell line. Tumor volume, body weight,
tumor weight, survival and relative expression of WT'1 were
evaluated. No significant differences in net body weight were
identified between groups. The tumor volume decreased from
7,871 mm?® (SD+2,087) in the untreated group to 5,981 mm?®
(SD#£2,099) in the Lip + RNAi + Tf group. The tumor weight
was reduced, from 8.8 g (SD+0.30) in the untreated group to
5.5 g (SD+0.87) in the Lip + RNAi + Tf group. An increase
of 37% in survival was also observed in the group treated
with Lip + RNAi + Tf in comparison to the untreated group.
Tumors treated with Lip + RNAi + Tf also showed a decrease
in the mean relative expression of WT1 of 0.21 (SD+0.28)
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folds compared with 1.8 (SD+2.49) folds in untreated group,
1.34 (SD+0.43) folds in Lip + RNAi group and of 1.89
(SD=+0.69) folds in Lip + GFP + Tf group. Systemic adminis-
tration of transferrin-conjugated PEG liposomes loaded with
shRNA against WT'1 reduced WT1 expression and tumor size
and increased survival.

Introduction

Melanoma originates in pigmented melanocytes derived from
neural crest cells that are normally present in the epidermis
and dermis (1). Melanoma represents <5% of skin tumors but
carries the greatest mortality rate of all skin neoplasms (2).
The global incidence of melanoma has increased mark-
edly (3). Melanoma is able to metastasize through the
hematogenous or lymphatic system (4,5). Advanced-stage,
metastatic disease confers a poor prognosis, with a median
survival of less than one year (3,6).

The Wilms tumor 1 (WT]1) protein is a transcription factor
that regulates the expression of genes involved in cell prolif-
eration and apoptosis (7-11). WT1 expression is essential for
genitourinary development, and ~10% of nephroblastomas
exhibit WT'I mutations (12). By contrast, wild-type WTI1
is overexpressed in a variety of neoplasms, including lung,
breast, thyroid and melanoma (13-17).

WTI is expressed in >80% of malignant melanoma cells,
but is not present in vivo in normal skin or benign melanocytic
nevi (17). Expression of WT1 is associated with melanoma
cell proliferation and is a possible marker of melanocytic
invasion into the dermis (18,19). In vitro knockdown of WT1
induces apoptosis and increases sensitivity to chemotherapy
in B16F10 melanoma cells. Furthermore, in vivo WTI short
hairpin RNA (shRNA) applied by aerosol reduces the number
and size of tumors (20,21).

Gene therapy using tumor-targeted liposomes as delivery
systems has opened a new era in cancer treatment (22).
Liposomes are essentially phospholipid bilayer envelopes
capable of systemically delivering drugs or genetic material.
The advantage of using phospholipids for systemic delivery
is that they are biodegradable, minimally toxic and easily
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removed (23,24). Recent studies show that the addition of
polyethylene glycol (PEG) to phospholipids increases the
half-life of liposomes in circulation; this modification also
improves the ability to incorporate ligand molecules that
specifically recognize superficial tumor targets (25-27).

Transferrin (Tf), a glycoprotein required for cellular
absorption of iron, is often used in gene or drug delivery
systems (28-37). As the Tf receptor (CD71) is overexpressed
on the surface of cancer cells, it is a useful target for the
delivery of therapeutic agents such as small-molecule drugs
and nucleic acids (26,31,37-40).

The aim of the present study was to analyze the antitumor
effects of Tf-conjugated PEG liposomes loaded with WT/
shRNA applied systemically to a subcutaneous model of
melanoma in C57BL/6 mice.

Materials and methods

Materials. One-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycerol-3-phospho-
choline (POPC), dimethyldioctadecyl ammonium bromide
(DDAB), pegylated distearoylphosphatidylethanolamine
(DSPE-PEG 2000) and DSPE-PEG 2000 conjugated to
maleimide were purchased from Avanti Polar Lipids,
Inc. (Alabaster, AL, USA). DNase I was purchased from
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Polycarbonate
membranes of 100 nm were purchased from Whatman
International, Ltd. (Maidstone, UK). Amicon Centriprep
(molecular weight cut-off, 30 kDa) concentrator was
purchased from EMD Millipore (Billerica, MA, USA).
Holo-transferrin and 2-iminothiolane hydrochloride (Traut's
reagent) were purchased from Sigma-Aldrich. WTI.]
DNA plasmid construction was performed as described by
Zamora-Avila et al (20). BI6F10 murine melanoma cells were
obtained from American Type Culture Collection (ATCC;
Manassas, VA, USA). Rat anti-mouse CD71-(FITC) antibody
clone C2 was purchased from BD Biosciences (San Jose, CA,
USA). The pEGFP-N3 vector that expressed GFP protein was
obtained from Clontech Laboratories, Inc. (Mountain View,
CA, USA). Anti-WT1 F6 antibody (sc-7385) was purchased
from Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA, USA).
Anti-glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH,;
SAB2500451-100UG) antibody was purchased from
Sigma-Aldrich. Anti-goat secondary antibody (#170-6515)
was purchased from Bio-Rad Laboratories, Inc. (Hercules,
CA, USA), and anti-mouse secondary antibody (sc-516086)
was purchased from Santa Cruz Biotechnology, Inc.

Construction of WT1 shRNA plasmid. WTI RNAi was
designed using siRNA design software available online
(Ambion; Thermo Fisher Scientific, Inc., Austin, TX, USA),
and synthesized at 0.05 mg (Ambion; Thermo Fisher Scien-
tific, Inc.) to create one recombinant plasmid (named WTI-1).
Oligonucleotides for the WT1-1 plasmid were 5'-GATCCG
GCTGTCCCACTTACAGATGGAAGCTTGCATCTGTAA
GTGGGACAGCTTTTTTGGAAG-3' and 3'-GCCGACAGG
GTGAATGTCTACCTTCGAACGTAGACATTCACCCTG
TCGAAAAAACCTTCGCCGG-5'. The oligonucleotides
were resuspended to a final concentration of 1 mg/ml and
annealed and ligated into pGSH1-GFP (Gene Therapy
Systems, Inc., San Diego, CA, USA).
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Western blot analysis. Tumoral tissue samples (25 mg)
were lysed with TRIzol reagent according to manufacturer's
instructions (Thermo Fisher Scientific, Inc., Gaithersburg,
MD, USA). Protein concentration was determined using
a DC protein assay kit. Proteins (50 ug whole-cell lysates)
was electrophoresed on 12% SDS-polyacrylamide gels and
transferred to nitrocellulose membranes (Bio-Rad Labora-
tories, Inc., Hercules, CA, USA). Blocking was realized with
5% lactose-free milk and Tween 20 in incubation for 1 h.
Three washes were performed after each hybridizing with
the above antibodies. Monoclonal anti-WT1 F6 was used at a
dilution of 1:2,500 in Tris-buffered saline (TBS) buffer, and
secondary antibody was used at 1:5,000 in TBS buffer. To
control for protein loading, anti-GAPDH was used at 1:10,000
in phosphate-buffered saline (PBS), and anti-goat secondary
antibody was used at 1:5,000. All antibody incubations were
90 min at room temperature. Protein bands were visualized
by enhanced chemiluminescence using Lumi-Light Western
blotting substrate Roche Diagnostics (Indianapolis, IN, USA)

Flow cytometric analysis. BI6F10 melanoma cells (1x10°)
were resuspended in 200 xl PBS buffer and stained with
anti-mouse CD71 (FITC) antibody. Cells were then incu-
bated at 4°C for 30 min and spun at 400 x g for 10 min at 4°C.
Cells were then washed twice with PBS buffer and spun at
1,600 rpm for 10 min at 4°C. Cells were suspended in 200 pul
PBS and analyzed using a Accuri C6 flow cytometer (BD
Biosciences) to assess cellular expression of CD71.

Liposomal preparation. Liposomal formulation was
performed according to Shi and Pardridge (41). POPC
(19.2 pmol), DDAB (0.2 ymol), DSPE-PEG 2000 (0.6 ymol),
and DSPE-PEG 2000-maleimide (30 nmol) were dissolved
in a mixture of chloroform/methanol (2:1 in a total volume
of 3 ml) and subsequently evaporated using nitrogen gas.
Lipids were then suspended in 0.2 ml PBS buffer containing
200 ug plasmid DNA and vortexed vigorously for 2 min.
The liposome/DNA suspension was frozen in ethanol/dry ice
for 4 min and thawed at 40°C for 2 min in a cycle 10 times.
Adjustments to the size of the liposomes were performed
using polycarbonate membranes containing a 100-nm pore
size; this step was repeated five times. After extrusion, the
liposomes were graduated to 2 ml and stored in the dark at
4°C. To remove unincorporated DNA inside the liposome,
5 U endonuclease I and 5 mM MgCl, were added to the
mixture and incubated for 1 h at 37°C. DNA concentra-
tion was calculated at ~50 and 60% using NanoDrop 2000
(Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA).
Anchoring of the protein to liposome was performed
using 10 nmol Tf protein (Sigma-Aldrich) and thiolated
using 400 ymol 2-iminothiolane (Traut's reagent) in 100 ul
borate-EDTA buffer, pH 8.5 (0.15 M sodium borate and
0.1 mM EDTA). The mixture was incubated for 2 h in the
dark at room temperature with shaking. Loaded Tf was
washed with PBS in a concentration column (Centricon 30;
Amicon) and concentrated to a final volume of 0.2 ml. The
loaded Tf was immediately added to the liposomes and
incubated for 24 h at 4°C to allow reaction of the maleimide
group to generate PEG-immunoliposome complexes. The
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complexes were dialyzed using an 50-nm membrane to
exclude non-incorporated materials. The mean vesicle diam-
eters were determined using a Zetasizer Nano ZS90 particle
size analyzer (Malvern Instruments, Ltd., Malvern, UK).

Subcutaneous in vivo model of melanoma. Female C57BL/6
mice (age, 7-8 weeks; weight, 20-25 g) were obtained from
Harlan Laboratories S.A. De C.V. (Distrito Federal, Mexico).
Seven mice in each group were used in the assay. Animals
were housed under a 12-h light/dark cycle and received an
autoclaved rodent diet and water ad libitum. All experiments
were performed with prior approval from the local animal
ethics committee. Four groups of seven mice were used for
the in vivo assay. A subcutaneous model of melanoma was
developed using the B16F10 cell line (CRL-6475; ATCC),
which is derived from the same mouse species. A suspension
of 200 ul containing 5x10° cells was subcutaneously injected
into the posterior right flank of the mouse. Complete complex
of Tf-conjugated PEG liposomes (50 ul) were loaded with
shRNA against WT'1 (Lip + RNAi + Tf), PEG liposomes
(50 ul) and loaded with shRNA against WT1 (Lip + RNAi),
Tf-conjugated PEG liposomes (50 ul) and loaded with
pEGFP-N3 vector (Lip + GFP + Tf) and saline solution
(50 pl; untreated group) were delivered intravenously through
the tail vein on day 4 and every 5 days subsequently until
day 29. Surviving mice were sacrificed on day 30 by cervical
dislocation according the good management practices guide-
lines of laboratory animals, and tumors were collected for
further analyses. Mouse weight, tumor weight and date of
death were recorded.

RNA isolation and reverse transcription-quantitative poly-
merase chain reaction (RT-gPCR). Total RNA was isolated
from 25 mg tumoral tissue using 1 ml TRIzol according
to manufacturer's instructions. The cDNA samples were
obtained using 5 ug total RNA, 200 U Superscript III and
0.5 ugoligo dT (12-17) at 42°C for 90 min, followed by heating
at 70°C for 10 min. TagMan® One-Step RT-PCR Master Mix
Reagents Kit manufactured by Applied Biosystems (Thermo
Fisher Scientific, Inc., Foster City, CA, USA).

Each qPCR reaction was performed with 2 ul cDNA
and WT1 forward primer, TCTGCGGAGCCCAATACAG,
reverse primer, CACATCCTGAATGCCTCTGAAGA,
and probe FAM-CACCGTGCGTGTGTATT-NFQ. As an
endogenous control, a mouse B-actin primer set was used,
manufactured by Applied Biosystems. For each reaction,
we used Universal PCR Master Mix manufactured by
Roche Molecular Systems, Inc. (Branchburg, NJ, USA). The
protocol was performed for 40 cycles at 94°C for 30 sec and
64°C for 30 sec using a Real-Time Thermal cycler CROMO4
(Bio-Rad Laboratories, Inc.). Relative quantification was
performed using the Livak method (42). All samples were
run in duplicate, destilled water was including as negative
control of reacction.

Statistical analysis. Significance of different treatments was
determined by analysis of variance by Dunnett's test. To
survival rate were performed Kaplan-Meier curves, using
SPSS software, version 13 (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA)
All data are expressed as the mean + the standard errors of
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Figure 1. Size distribution according to intensity of liposomes. Approximately
50 pl complex was suspended in 1 ml phosphate-buffered saline and ana-
lyzed using a Zetasizer Nano ZS90. Mean diameters of Tf-conjugated PEG
liposomes loaded with shRNA against WT1 were of 86 nm and 0.154 of
poly-dispersity index.
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Figure 2. Presence of transferrin receptor and WT1 protein in BI6F10
melanoma cells. (A) 1x10° BI6F10 cells were incubated with anti-mouse
CD71 antibody, then analyzed using flow cytometry. The figure shows the
percentage of positivity to FITC dye. (B) 50 pug total protein extraction of
B16F10 were analyzed using western blot analysis. The figure shows proteins
of 52-54 kDa WTI, and the endogenous control GAPDH.

the mean. P<0.05 was considered to indicate a statistically
significant difference.

Results

Size distribution according to intensity of liposomes. Sizes of
the Tf-conjugated PEG liposomes loaded with WT1 shRNA
are shown in Fig. 1. The mean diameter of the PEGylated
Tf-conjugated PEG liposomes loaded with shRNA against
WTI was 86 nm. The poly-dispersity index (PDI) was 0.154,
indicating that the vesicles have a high level of homogeneity.
Liposome formulation by vortexing and repeated cycles
of freezing-thawing allowed the formation of unilamellar
liposomes. Liposomes contained a high concentration of the
neutral phospholipid POPC and a minor quantity of cationic
lipid DDAB (0.2 mol), which improved the incorporation
of nucleic acid into the aqueous liposome center. A smaller
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quantity of DSPE-PEG 2000 (0.6 mol) and DSPE-PEG
2000-maleimide (30 nmol) provided steric properties, and the
maleimide group allowed the addition of thiolated transferrin.

Transferrin receptor and WTI expression in the BI6F10 cell
line. B16F10 cells showed 87% positivity for the Tf receptor
according to flow cytometry results (Fig. 2A). In addition,
western blotting confirmed expression of WT1 in B16F10
cells (Fig. 2B). Thus, B16F10 cells were selected as a suitable
model to test Tf-conjugated PEG liposomes loaded with WT'
shRNA.

In vivo assay. Administration of different treatments
Lip + RNAi + Tf, Lip + RNAI, Lip + GFP + Tf and untreated
was initiated four days after cells were injected subcutaneously
into mice. Treatments were administered six times through
intravenous tail vein injection during a period of five days.

The mean percentage of weights of mice previously inocu-
lated with B16F10 cells and treated with Lip + RNAi + Tf,
Lip + RNAi, Lip + GFP + Tf and untreated is shown in Fig. 3A.
Untreated and Lip + RNAi + Tf groups showed increases of
34% (SD+24.92) and 41% (SD=+12.78) respectively, without
significant differences between groups. In Lip + RNAi
and Lip + GFP + Tf groups showed a low increase of 1.5%
(SD+12.97) and 10% (SD=+6.87) respectively, against final
reading on day 19.

Fig. 3B we found that Lip + RNAi and Lip + GFP + Tf
groups grew, and there was a decrease in survival. For this
reason, we were only able to record measurements to day
19 post-implant. The Lip + RNAi + Tf treatment showed a
significant decrease (P<0.05) in tumor volume compared to
the untreated group. The final readings presented a mean of
7,871 mm?® (SD+2,087) for the untreated group and 5,981 mm?®
(SD+£2,099) for Lip + RNAi + Tf group. This change repre-
sents a reduction in tumor volume of 24%.

Fig. 3C shows the mean final tumors weight of the groups
of mice sacrificed at the end of the trial. Only the untreated
and Lip + RNAi + Tf groups were analyzed because the mice
of the other groups died after day 30. The results showed a
reduction in tumor mass in the Lip + RNAi + Tf group and
a mean tumor weight of 5.5 g (SD+0.87) compared with the
untreated group that showed to mean tumor weight of 8.8 g
(SD+0.30). The decrease of 34% in weight of the tumors
collected shows that tumor size was significantly reduced
(P<0.05) in Lip + RNAI + Tf group.

Fig. 3D the survival rate of C57BL/6 mice with implanted
B16F10 melanoma cells subcutaneously into the right thigh
of the hind limb was 25.22 days (SD=1.31). The untreated
group presented a survival rate of 22.2% and Lip + RNAi + Tf
group showed a survival rate of 62.5%, equivalent to an
increase of 37%. This difference suggests that treatment
with Lip + RNAi + Tf significantly increases survival in
melanoma model employed (P<0.060). The Lip + RNAi and
Lip + GFP + Tf groups showed a reduced survival compared
to the untreated group, with a mean survival estimated at
20.25 and 17.75 days, respectively. The surviving mice were
sacrificed on day 30 for humane reasons (+ Censored groups).

Analysis of WT1 expression in mouse tumor tissues. The WT1
expression levels in all groups of mice were analyzed using
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Figure 3. Antitumor activity of treatments in model in vivo. (A) Analysis
of body weight of ‘in vivo’ assay. Mean percentages of the total weight of
mice groups (untreated, Lip + RNAi + Tf, Lip + RNAi and Lip + GFP + Tf)
during the time (days) of assay. Not significant difference was observed
between groups. (B) Analysis of tumor volume in vivo assay. B16f10 cells
were implanted subcutaneously into C57BL/6 mice. Intravenous injection of
Lip + RNAi + Tf, Lip + RNAI, Lip + GFP + Tf and untreated treatments were
performed. Data are expressed as the mean + standard deviation (SD). Tumor
volume was calculated using the following formula: Length x width*x 0.5
and presented as mm?®. (C) Analysis of tumor weight in vivo assay. The
figure shows the weight mean of collected tumors in grams from groups
untreated and Lip + RNAi + Tf. The standard deviation and statistical sig-
nificance (P<0.05) were included. Data are expressed as mean including SD.
(D) Analysis of rate survival in vivo assay. Kaplan-Meier curves of survival
rate of mice groups. The assay was censored at 30 days after initial seeded
of B16F10 cells (+).
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Figure 4. Analysis of WT1 expression in mouse tumor tissues. Figure pres-
ents the mean relative expression folds of W77 in samples analyzed of the
different groups of mice used in the in vivo model. Quantitative polymerase
chain reactions were run in duplicate and 3-actin was used as an endogenous
gene. Data are expressed as the mean including standard deviation, and the
statistical value were included in the graph (P<0.168).

RT-qPCR analysis. The samples analyzed of Lip + RNAi and
Lip + GFP + Tf groups were extracted soon after death of the
mouse. In Fig. 4 show the relative expression of WT1 stan-
dardized according to the Livak method. To accomplish this,
the average obtained from samples of untreated group was
established as a calibrator and f-actin was used as endogenous
control. Fig. 4 shows that the Lip + RNAi + Tf group showed a
mean relative expression level of 0.21 (SD+0.28)-fold, repre-
senting a decrease in expression of W7, compared with the
other groups of mice which presented mean relative expres-
sion levels of 1.8 (SD+2.49)-fold for the untreated group of
mice, 1.34 (SD=+0.43)-fold for the Lip + RNAi group, and 1.89
(SD+0.69)-fold for the Lip + GFP + Tf group. The reduction
in the expression levels of W71 in the Lip + RNAi + Tf group
suggests that tumor samples decrease in the expression of
WT, which in turn suggests internalization directed by Tf.

Discussion

During the last three decades, global incidence of melanoma
has rapidly increased, particularly among Caucasian popu-
lations (3). The increased mortality rate from melanoma is
associated with a relatively late-stage diagnosis and resis-
tance to chemotherapeutic agents (3).

The search for new therapeutic strategies has helped
identify new tumor-specific molecules suitable for gene
therapy (9). Restoration of tumor suppressor genes, such
as p53, is a major strategy used for tumor reduction (43).
Antisense and RNA interference are additional strategies
for targeting genes involved in cancer. Well-defined tumor
markers in melanoma include mutations in the oncogenes
NRAS, BRAF, c-KIT, GNAQ and GNAII or reduced func-
tion of the tumor suppressor genes PTEN and p53 (44-48).
Between 40 and 60% of melanomas exhibit mutations in
BRAF, and 90% have mutations in p53, although only 10%
of these mutations actually disable the tumor suppressor
activity of p53 (49). Recent studies show high expres-
sion of wild-type WTI in a large proportion of solid and
non-solid tumors, including melanoma (13-16,50). WT1 is a
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multifaceted protein involved in cell proliferation, cell death
and angiogenesis. WT1 expression is found in 39% of mela-
nomas, and >80% of WT1-positive melanomas is diagnosed
in advanced stages of the disease. Thus, WT1 is a potential
therapeutic target in melanoma. Antisense oligonucleotide
and RNA interference strategies that decrease the expression
of WT1 decreased the proliferation of cancer cells (51-54).

One of the limitations of gene therapy is tumor-specific
delivery. The use of viral vectors is a good method for deliv-
ering genetic material in vitro (46-48); this strategy is limited
by the host immune response in vivo (55-57).

The main advantages of liposomes include considerable
concentration of large quantities of antitumor agent and
intracellular delivery, increased half-life of tumor agents due
to reduced degradation, gradual delivery of antineoplastic
molecules, easy removal and reduced toxicity (24).

Phospholipid derivatives are currently used to improve
circulating of liposomes and reduce their elimination by the
liver and macrophages (58). The incorporation of thiol groups
allows crosslinking with lysines in proteins, which can yield
liposomes targeted to the ligand-receptor. The Tf receptor is
widely used as delivery vehicle targeting tumor cells (41). The
Tf receptor, CD71, is involved in the intracellular uptake of
iron. The high expression of CD71 in many tumors, including
melanoma, and the association with high iron requirements
by dividing cells, makes this a good target (59). Tf is a serum
protein found in high concentrations in the blood and is the
natural ligand for the Tf receptor. Due to the versatility of
the Tf receptor, it is useful for the delivery of transferrin
antitumor agents, such as toxins, proteins and genetic mate-
rials (28,29,32,33,40).

In a previous study, we demonstrated the ability of sShRNA
to silence the WT1 gene and induce apoptosis in BI6F10
murine melanoma cells (41). In a model of lung metastasis,
application of this shRNA via aerosol was successful in
reducing the size and number of tumors (60). The delivery
system was effectively applied using PEI-DNA complexes,
which reached high concentrations in the lung; however, this
form application works exclusively in the lung (60). Systemic
application of targeted liposomes opens the possibility of
targeting WT1 in tumors in other parts of body (60). Lipo-
some therapy would not be exclusive for melanoma, as other
types of tumors express WT1 and the Tf receptor. The
present results showed a 24% decrease in tumor size without
changes in body weight. The final weight of the tumor for the
experimental group differed by 34% from that of the control
mice (20). In addition, an improvement in survival of 37%
was observed in mice treated with Tf-conjugated PEG lipo-
somes loaded with WT'1 shRNA. These are important results,
considering that BI6F10 cells form very aggressive tumors in
C57BL/6 mice (14).

A reduction in WTI expression was noted in the
Lip + RNAi + Tf experimental treatment group. Although
transfection efficiency was not analyzed, RT-qPCR suggests
that decreased expression of WT1 was associated with a
reduction in tumor mass. Tumors were collected within 24 h
of the last treatment. In order to identify transfected cells
with decreased expression of WT1, we would have to assess
expression of beta-galactosidase about 2-6 h after in vivo
inoculation (41).
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Complete tumor eradication was not possible; thus, further

studies should examine increased concentrations of lipo-
some complexes or additional anticancer molecules. Previous
studies have shown that WT1 silencing sensitizes cells to
chemotherapeutic agents, such as cisplatin, doxorubicin and
radiation. Increased sensitivity to apoptotic stimuli in response
to silencing of WT1 is likely due to the fact that WT1 regulates
Bcl-2, multi-drug resistance 1 (MDR1) and P-glycoprotein
expression, which are involved in chemoresistance (21,61,62).
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