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Actividad oncolitica del virus de la enfermedad de Newcastle

Gloria Guerrero-Fonseca y col.

INTRODUCCION

El cancer es una de las principales
causas de muerte a nivel mundial. En el
2022, en el Peru se reporté 2460 muer-
tes por cancer de préstata, mientras que,
hubo 802 muertes por cancer renal M. A
pesar de los avances terapéuticos, el can-
cer persiste como un desafio en la salud
humana, por este motivo, es necesaria
la busqueda de nuevas alternativas que
sean menos invasivas y mas eficaces .
La viroterapia se ha convertido en una
herramienta prometedora, ya que usa
los virus oncoliticos (VOs) que pueden
infectar y destruir células tumorales @,
La mayoria de VOs seleccionados como
agentes oncoterapéuticos son cepas ate-
nuadas o cepas que pueden replicar y
diseminarse en el microambiente tumo-
ral sin generar enfermedades graves en
humanos ©.

El virus de la enfermedad de Newcast-
le (VENC) ha sido explorado desde 1965
como agente oncolitico ©* ® debido a su
capacidad de destruir selectivamente cé-
lulas tumorales sin causar dafios en las
células normales ?. EI VENC es un virus
de acido ribonucleico (ARN) de sentido
negativo, no segmentado, que pertenece
al serotipo 1 de los paramixovirus aviares,
al género avulavirus, y a la familia para-
mixoviridae. Las proteinas del vENC cum-
plen un rol clave en algunos mecanismos
antineoplasicos del virus. Por ejemplo,
se ha determinado que la proteina F de
VENC es vital para la propagacién del vi-
rus en los tumores ©,

EI VENC es un virus altamente infeccioso
en aves, que causa pérdidas a gran escala
en el sector avicola. Segun su patogenici-
dad, se clasifica en: cepas lentogénicas (no
virulentas), mesogénicas (intermedias) vy
velogénicas (virulentas). Un VENC recom-
binante fue generado y nombrado como
rLS1. Esta cepa construida y sintetizada
genéticamente in vitro, mostré caracteris-
ticas de una cepa lentogénica . Por otro
lado, el papel oncolitico de este construc-
to viral sobre lineas celulares de cancer de
prostata y de rifion aun no ha sido evalua-
do. Por lo que, resulta pertinente evaluar
la capacidad oncolitica del rLS1 en dife-
rentes lineas celulares tumorales debido a
que podria convertirse en un terapéutico
potencial.

Por este motivo, el presente estudio
tuvo como objetivo evaluar la actividad
oncolitica del virus rLS1, mediante la re-
duccion de la viabilidad celular y muerte
celular por apoptosis en dos lineas tumo-
rales de origen humano (homo sapiens):
la linea celular de adenocarcinoma pros-
tatico (DU-145) y la linea celular de can-
cer renal (786-0). Ademas, determina-
mos su selectividad replicativa viral sobre
las lineas celulares tumorales y sobre una
linea no tumoral de rifién canino Madin-
Darby (MDCK).

METODOS

Cultivos celulares

Las lineas celulares utilizadas en este
estudio fueron obtenidas de American
Type Culture Collection (ATCC). La linea
celular de cancer de prostata humano
DU-145 (catdlogo nro. HTB-81, ATCC,
Rockville, MD, EE.UU), la linea celular
de céncer renal humano 786-O (cata-
logo nro. CRL-1932, ATCC, Manassas,
VA, EE.UU), y la linea celular no tumoral
Madin-Darby MDCK (catdlogo nro. CCL-
34, ATCC, Manassas, VA, EE.UU) fueron
cultivadas con medio de cultivo de cre-
cimiento compuesto por el medio Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) (cata-
logo nro. SH30004.04, Hyclone, Logan,
UT, EE.UU), suplementado con 10% de
suero fetal bovino (SFB) (catdlogo nro.
SH30066.03, Hyclone, ATCC, Manassas,
VA, EE.UU). Las células de fibroblasto
de pollo DF-1 (catalogo nro. CRL-12203,
ATCC, Manassas, VA, EE.UU) fueron culti-
vadas con medio de cultivo de crecimien-
to compuesto por DMEM suplementado
con 5% de SFB. Todas las lineas celulares
fueron cultivadas en condiciones de culti-
vo a 37°C en una atmdsfera humidificada
con 5% de CO,. En la etapa de infeccion
viral, las lineas celulares fueron cultiva-
das con medio de cultivo de infeccion
compuesto por DMEM suplementado
con 2% de SFBy 5% de fluido alantoideo.

Virus y propagacion viral

El virus recombinante rLS1 fue desarro-
llado previamente por Chumbe et al. © ba-
sdndose en la secuencia de nucledtidos
del genoma de una cepa lentogénica del
VENC y fue protegido bajo la patente pe-

ruana 001179-2014/DIN. El virus rLS1 fue
proporcionado por los laboratorios de in-
vestigacion y desarrollo de Farvet S.A.C.
(Chincha - Peru). Para la amplificacion y
obtencion del stock viral, los huevos em-
brionados de pollo libres de patdgenos
especificos de 9 dias de edad (Charles
River, Norwich, CT, EE.UU) fueron ino-
culados con el virus rLS1 a través de la
cavidad alantoidea. Luego de 4 dias de
incubacién a 37 °C, el fluido alantoideo
fue recolectado, clarificado y filtrado. Fi-
nalmente fue alicuotado y almacenado a
-80 °C hasta su uso. La titulacion viral fue
determinada mediante la prueba de he-
maglutinacién y por ensayo en placa en
células DF-1, siguiendo el procedimiento
anteriormente descrito ©.

Cinética de replicacion viral del rLS1 in vitro

Células DU-145 (1,5 x 10° células por
pocillo) y 786-0O (1,2 x 10° células por
pocillo) fueron sembradas en placas de
cultivo celular de 12 pocillos (catalo-
go nro. 712001, Nest, Wuxi, China) con
medio de cultivo de crecimiento. Las cé-
lulas fueron infectadas con el rLS1 con
una multiplicidad de infeccion (MOI) de
0,1 en un medio de cultivo de infeccidn,
y fueron incubadas en condiciones de
cultivo. A las 12, 24, 36, 48, 60, 72 y 84
horas post-infeccion (hpi) se recolecté el
sobrenadante. Estas alicuotas se mantu-
vieron a-80 °C hasta su uso. El titulo viral
de cada tiempo fue determinado por en-
sayo en placa en células DF-1, siguiendo
el procedimiento anteriormente descrito
©) Este ensayo fue realizado por triplica-
do en experimentos independientes.

Analisis de inmunofluorescencia indirecta

Células DU-145 (1 x 10° células por
pocillo) y 786-O (0,8 x 10° células por
pocillo) fueron sembradas en placas de 24
pocillos (catdlogo nro. 702001, Nest, Wuxi,
China). Las células fueron infectadas con el
rLS1 con MOI de 0,01 en medio de cultivo
de infeccién y mantenidas a 37 C con 5%
de CO,. El ensayo de inmunofluorescencia
fue realizado siguiendo el procedimiento
anteriormente descrito . A las 48 hpi, las
células fueron fijadas con formaldehido al
4% en buffer fosfato salino de Dulbecco
1X (DPBS 1X) frio por 30 minutos (min),
y permeabilizadas con tritén X-100 (cata-
logo nro. 648463, Merck, Darmstadt, Ale-
mania) al 0,1% en DPBS 1X por 15 min. Las
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células fueron incubadas con el antisuero
policlonal de pollo anti VENC como anti-
cuerpo primario (catalogo nro. 10100486,
AVS Bio, Norwich, CT, EE.UU) (1:200) dilui-
do en albumina de suero bovino (BSA) (ca-
talogo nro. A7030-500G, Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, EE.UU) al 5% en dpbs 1x
por 1 hora. Posteriormente, se incubaron
por 1 hora con el anticuerpo Goat Anti-
Chicken IgY H&L Alexa Fluor® 488 (cata-
logo nro. Ab150169, Abcam, Cambridge,
MA, EE.UU) (1:1000), diluido en BSA al 5%
en DPBS 1X. Los nucleos celulares fueron
tefiidos con 4',6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI) (catdlogo nro. Ab104139, Abcam,
Cambridge, MA, EE.UU). Se realizaron
3 lavados con DPBS 1X en cada paso del
procedimiento y todas las incubaciones se
realizaron a temperatura ambiente. Final-
mente, los resultados fueron observados
en el microscopio invertido de contraste
de fase y fluorescencia Zeiss axio observer.
al (Carl Zeiss, Jena, Alemania). Las image-
nes fueron capturadas a un aumento de
400X y procesadas utilizando la camara
Axiocam MRc5 (Carl Zeiss, Jena, Alema-
nia). Las fotografias fueron representadas
con una barra de escala de 50 pm.

Evaluacion de la selectividad replicativa
viral de rLS1

Mediante una lectura visual cualitati-
va y rdpida, esta técnica intenta demos-
trar que el virus rLS1 infecta y replica
selectivamente en las células tumorales,
causando la pérdida de la propiedad de
adherencia celular en un cultivo en mo-
nocapa in vitro, lo cual podria ser debi-
do a un dafio en la viabilidad de la célula
producto de la infeccién.

Las células DU-145 (0,1 x 10° células
por pocillo), 786-0 (0,08 x 10° células por
pocillo) o MDCK (0,05 x 10° células por
pocillo) fueron sembradas en placas de
96 pocillos (catalogo nro. 701001, Nest,
China). Las células fueron infectadas con
el virus rLS1 con las MOIS de 0,01, 0,1,
1, 10, y 20 en un medio de cultivo de in-
feccidon, y mantenidas en condiciones de
cultivo. A las 48 hpi, las células fueron fi-
jadas con formaldehido al 4% por 15 min,
lavadas 3 veces con DPBS 1X, y tefiidas
con cristal violeta al 2% por 10 min. Los
lavados, la fijacién y tincion de las placas
se realizaron a temperatura ambiente y
en movimientos de agitacién utilizando el
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equipo Rocking Platform Shaker (VWR®,
Batavia, IL, EE.UU). Los resultados fueron
determinados mediante la observacion
de ausencia y/o reduccion de tincién en
los pocillos infectados, en comparacion
con los pocillos no infectados usados
como control negativo. Este ensayo fue
realizado por triplicado en experimentos
independientes.

Evaluacion de la disminuciéon de la viabili-
dad celular causada por el virus rLS1

El ensayo de selectividad replicativa
anteriormente mencionado intenta mos-
trar la infeccion, replicacion selectiva, y
la pérdida de la propiedad de adherencia
celular pero no confirma que exista un
dafio sobre la viabilidad celular. Para com-
plementar este ensayo, evaluamos la dis-
minucién de la viabilidad celular causada
por la infeccién del virus sobre las células
tumorales adherentes y en suspension,
mediante un ensayo colorimétrico utili-
zando el reactivo de tetrazolio (3-[4,5-di-
metiltiazol-2-il]-5-[3-carboximetoxi-
fenil]-2-[4-sulfofenil]-2h-tetrazolio)
(MTS) (catalogo nro. Ab197010, Abcam,
EE.UU). El MTS es un ensayo cuantitativo
gue mide el porcentaje de células viables
en funcién a la actividad de la deshidro-
genasa mitocondrial en células metabd-
licamente activas, en donde, la cantidad
del producto de formazdn obtenido es
directamente proporcional al nimero de
células vivas presentes en el cultivo 19,

Las células DU-145 (0,1 x 10° células
por pocillo), 786-0 (0,08 x 10° células
por pocillo) o MDCK (0,05 x 10° células
por pocillo) fueron sembradas en placas
de 96 pocillos. Las células fueron infec-
tadas con el rLS1 con MOIS de 0,1, 1, vy
10 en el medio de cultivo de infeccién y
mantenidas en condiciones de cultivo. A
las 48 hpi, se adiciond el reactivo MTS en
cada pocillo, segun las recomendaciones
del fabricante, y se incubd por 4 horas
en condiciones de cultivo y oscuridad.
Finalmente, la lectura de las absorban-
cias se realizé a una longitud de onda de
490 nm, utilizando el equipo de lector de
placas (Bioteck, EE.UU). El porcentaje de
viabilidad fue determinado en funcién al
promedio calculado de la absorbancia
de los pocillos del control negativo con
respecto al promedio calculado de la ab-
sorbancia de los pocillos infectados. Este

ensayo se realizd por triplicado en expe-
rimentos independientes.

Deteccion de apoptosis con Annexin V/
anxa5-pe/SYTOX Blue Dead Cell Stain

Las células DU-145 (2,3 x 10° células
por pocillo) y 786-0 (1,4 x 10° células por
pocillo) fueron sembradas en frascos de
cultivo celular de 75 ¢cm? (catdlogo nro.
708003, Nest, China) en medio de culti-
vo de crecimiento. Ambas células fueron
infectadas con el rLS1 con MOl de 1 en
medio de cultivo de infeccién y mante-
nidas en condiciones de cultivo. A las 48
hpi, se recolectd el sobrenadante (que
contenia células suspendidas) en un tubo
de 50 mL y las células adheridas en los
frascos de cultivo fueron tripsinizadas.
Las células tripsinizadas se transfirieron
al tubo de 50 mL que contenia el sobre-
nadante, y fueron centrifugadas a 800 rcf
por 10 min a 4°C. Posteriormente, 1x10°
células fueron tratadas con 1 mL del bu-
ffer anexina V-PE 1X + Hepes (catdlogo
nro. 15630-106, Gibco, EE.UU) 0,1 M ph
7,2. La deteccién de apoptosis (temprana
y tardia) fue determinada siguiendo las
instrucciones del kit annexin V/ANXA5-PE
(catdlogo nro. Ab14154, Abcam, Reino
Unido) y el marcaje de SYTOX Blue Dead
Cell Stain (catdlogo nro. S34857, Invitro-
gen, EE.UU), respectivamente.

Las fluorescencias de las células mar-
cadas fueron detectadas utilizando un
citometro de flujo BD FACSCanto Il Flow
Cytometer (DB Biosciences, San José, CA,
EE.UU). Los resultados se representaron
en graficos dot plots de dos pardmetros
(Annexin V/anxa5-pe y SYTOX Blue Dead
Cell Stain), a través de los filtros PE y v450,
respectivamente, y en porcentajes, inter-
pretandose como células viables (Annexin
V/anxa5-pe’/SYTOX Blue Dead Cell Stain’),
células apoptéticas tempranas (Annexin
v/anxa5-pe*/SYTOX Blue Dead Cell Stain’),
células apoptoticas tardias (Annexin v/
anxa5-pe*/ SYTOX Blue Dead Cell Stain*) y
células necrdticas (Annexin v/anxa5-pe+/
SYTOX Blue Dead Cell Stain*). El nimero
de eventos adquiridos fue de 30 000. Este
ensayo se realizd por triplicado en experi-
mentos independientes.

Andlisis estadistico
Todos los analisis estadisticos fueron
realizados en el programa Graphpad Prism
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version 8.0.1 (Graphpad Software INC., San
Diego, CA, EE.UU). El andlisis two-way ANO-
VA, seguido de la prueba de comparacio-
nes multiples de Sidak’s fue utilizado para
comparar la cinética de crecimiento de rLS1
sobre las células tumorales. El analisis two-
way ANOVA, seguido de la prueba de com-
paraciones multiples de Tukey, fue utilizado
para comparar el porcentaje de viabilidad
celular, apoptosis y necrosis del virus rLS1
sobre las células tumorales, en comparacion
con el control (células no infectadas). Todos
los valores de los datos representan tres ex-
perimentos independientes y se expresan
como media * desviacion estandar (DE). Los
asteriscos en las figuras indican valores de p
(*»=0,0171, **p = 0,0028, ***p = 0,0002,
**%%n < 0,0001) que se consideraron esta-
disticamente significativos.

RESULTADOS

Caracterizacion biolégica del virus rLS1

En la cinética de replicacion viral, el virus
rLS1 exhibid caracteristicas de crecimiento
similares en ambas lineas tumorales. Sin
embargo, el virus rLS1 mostré un titulo
significativamente mas bajo en las células
DU-145 (1,42E+04 + 3,8E+03), en com-
paracion con las células 786-O (1,97E+05
+ 9,44E+05) (****p < 0,0001) a las 48 hpi
(Figura 1A). Adicionalmente, el ensayo de
inmunofluorescencia indirecta confirmé la
expresion de las proteinas del virus rLS1 al
replicar en ambas lineas tumorales a las 48
hpi. Como era de esperar no se detecto la
expresion de proteinas del virus en las célu-
las no infectadas (control) (Figura 1B).

Selectividad replicativa viral de rLS1

Se observo la ausencia de la tincion por
cristal violeta en las células DU-145 infecta-
das con la MOI 1, 10y 20. Por otro lado, en
las células 786-0 se observaron resultados
similares, ademas, con la MOI 0,1, se obser-
vO una tincion parcial, lo cual podria indicar
gue esta linea presentd mayor sensibilidad
a diferencia de las células DU-145. Por lo
contrario, en la linea celular MDCK no se ob-
servo ausencia y/o reduccion de tincion en
ninguno de los pocillos infectados (Figura 2).

El rLS1 reduce la viabilidad celular en las
lineas tumorales

Mediante el ensayo MTS se demostrd
que el virus rLS1 redujo significativamen-

paracion con el control de células no in-
fectadas (consideradas como 100% + 0%
de viabilidad celular). Ademas, se demos-
tré una reduccién significativa (****p <
0,0001) del porcentaje de viabilidad ce-
lular con la MOI 1 (45,3% + 6,1%) y 10
(31,2% + 8,1%) comparado a la MOI 0,1
(87,9% + 1,8%) (Figura 3).

te la viabilidad de las células tumorales
DU-145y 786-0O de manera dependiente
de la MOl usada.

La viabilidad de las células DU-145
disminuyod significativamente (****p <
0,0001) hasta el 45,3% + 6,1% vy 31,2% +
8,1% usando las MOIS de 1y 10, respec-
tivamente, mientras que, con la MOI de
0,1 hubo una reduccién no significativa
hasta 87,9% + 1,8% (p = 0,0606) en com-

La viabilidad de las células 786-O se re-
dujo significativamente hasta 79,5% + 3,1%
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Figura 1. Caracterizacién bioldgica del constructo viral rLS1 in vitro. A. Cinética de replicacion del virus
rLS1 en las células DU-145y 786-0. Ambas lineas fueron sembradas e infectadas con una MOl de 0,1.
Los sobrenadantes fueron recolectados a las 12, 24, 36, 48, 60, 72 y 84 horas post-infeccion (hpi), y
posteriormente, fueron titulados por ensayo en placa. Cada punto representa la media y desviacion
estandar (DE) de los titulos del virus rLS1 de tres experimentos independientes. Los titulos virales
fueron analizados mediante el andlisis two-way ANOVA, seguido de la prueba de comparaciones
multiples de Sidak’s. B. Deteccién de la expresion de las proteinas del virus rLS1 por ensayo de
inmunofluorescencia indirecta. Imagen representativa que muestra la expresion de las proteinas del
VENC en las células DU-145 y 786-0, infectadas con una MOI de 0,01. La inmunotincion fue realizada
utilizando un anticuerpo especifico, los nucleos se tifieron con DAPI y fueron visualizados utilizando un
microscopio de fluorescencia Zeiss Axio Observer.
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Figura 2. Selectividad replicativa viral de rLS1. Las lineas de células tumorales DU-145, 786-O y la linea
celular no tumoral MDCK, se sembraron en placas de cultivo celular de 96 pocillos. Todas las lineas
celulares fueron infectadas con diferentes MOls: 0,01, 0,1, 1, 10 y 20. A las 48 hpi, las placas fueron
fijadas y tefiidas con paraformaldehido y cristal violeta, respectivamente. Se determind la selectividad
replicativa en base a la adherencia de células viables y se observé la ausencia y/o parcial tincién en
los pocillos infectados con el virus rLS1 sobre las lineas celulares tumorales. Se muestra una imagen
representativa de tres experimentos realizados de forma independiente.

con una MOl de 0,1 (***p = 0,0002), mien-
tras que con una MOl de 1y 10 la viabilidad
celular se redujo significativamente (****p
< 0,0001) hasta 17,7% + 7,5% y 13,9% +
4,8%, respectivamente, en comparacion
con el control (100% + 0%). Asimismo, se
observé una reduccidn significativa (¥***p
< 0,0001) de la viabilidad celular entre los
diferentes tratamientos de infeccién con la
MOI 1 (17,7% + 7,5%) y 10 (13,9% * 4,8%)
en comparacion con la MOI 0,1 (79,5% +

*kkk
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*ekkk
~ 1004 ..
X
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e
.-
= 407
[}
o
> 20-
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3,1%). Adicionalmente, se observé una di-
ferencia significativa entre la MOI 1 (17,7%
+7,5%) y 10 (13,9% + 4,8%) (*p = 0,0171)
(Figura 3).

En la linea celular no tumoral MDCK,
no hubo una disminucion significativa de
la viabilidad celular con laMOI1 0,1 (92,7%
+ 3,7%) (p = 0,6208), MOI 1 (89,6% +
1,2%) (p = 0,1677), y MOI 10 (87,7% +
1,9%) (p = 0,0557), en comparacién con
el control (100% + 0%) (Figura 3).
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*kdkk

—

L |
786-O

El constructo viral rLS1 induce apoptosis
en células tumorales

El virus rLS1 indujo apoptosis (tem-
prana/tardia) y necrosis en ambas lineas
tumorales. En las células DU-145 hubo
diferencia significativa (****p < 0,0001)
en el porcentaje de células viables entre
los grupos de células no infectadas (83,3%
+ 0,6%) y células infectadas con la MOI
1 (53,7% £ 6,0%) a las 48 hpi. Asimismo,
se observo diferencia significativa (**p =
0,0028) en el porcentaje de células apop-
toticas entre los grupos de células no
infectadas (6,6% + 1,5%) y células infecta-
das con la MOI 1 (19,5% + 4,1%). Adicio-
nalmente, no hubo diferencia significativa
en el porcentaje de células necrdticas en-
tre los grupos de las células no infectadas
(3,5% * 2,5%) y células infectadas con la
MOI 1 (7,3% + 10,4%) (Figura 4).

De igual manera, en la linea tumo-
ral 786-0 hubo diferencia significativa
(****p < 0,0001) en el porcentaje de cé-
lulas viables entre los grupos de células
no infectadas (80,9% * 1,2%) y células
infectadas con la MOI 1 (41,2% + 4,2%) a
las 48 hpi. Del mismo modo, se demostrd
diferencia significativa (***p = 0,0002)
en el porcentaje de células apoptodticas,
entre células no infectadas (9,0% + 1,0%)
y células infectadas con la MOI 1 (25,4%
+ 2,5%). Por otro lado, no se observo di-

Il CONTROL
I MOI0.1
B MOI1
B MOI 10

L 1
MDCK

Figura 3. Reduccién de viabilidad celular causada por el virus rLS1 en células DU-145, 786-0O y MDCK evaluada por ensayo MTS. Las
lineas celulares DU-145, 786-0 y MDCK fueron sembradas e infectadas con diferentes MOI: 0,1, 1y 10 por 48 horas. La reduccién de la
viabilidad celular causada por el virus rLS1 se determiné mediante un ensayo MTS y los resultados fueron expresados como la media +
DE del porcentaje de viabilidad celular de tres experimentos independientes. (****p < 0,0001), (***p = 0,0002), (*p = 0,0171).
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Figura 4. Porcentaje de células viables, apoptdticas (tempranay tardia) y necréticas, analizadas por citometria
de flujo utilizando Annexin V/ANXA5-PE y SYTOX™ Blue Dead Cell Stain. Células DU-145 y 786-O, después
de haber sido infectadas con el virus rLS1 con la MOI de 1 a las 48 hpi, fueron analizadas por citometria de
flujo, utilizando dos marcadores fluorescentes Annexin v/Anxa5-pe y SYTOX Blue Dead Cell Stain. Células no
infectadas fueron utilizadas como control. Los datos estan representados como el promedio + DE de tres
experimentos independientes, ****p < 0,0001, ***p = 0,0002, **p < 0,0028 mediante two-way ANOVA y la

prueba de comparaciones multiples de Tukey.

ferencia significativa en el porcentaje de
células necrdticas, alcanzando el 1,2% *
1,0% en células no infectadas y 8,0% *
1,7% en células infectadas con la MOI 1
(Figura 4).

Una interpretacién grafica en dotplot
representativa del andlisis de apoptosis
(temprana y tardia) y necrosis es mostra-
da en la figura 5.

DISCUSION

Los resultados obtenidos muestran que
el constructo viral rLS1 tiene actividad on-
colitica sobre las células tumorales DU-145
y 786-0. Mediante el ensayo MTS, se de-
mostrd la disminucion de la viabilidad en
las células 786-0 y DU-145 debido a la in-
feccion con el virus rLS1. Ademas, se com-
probd que la disminucion de la viabilidad
celular es dependiente de la MOI utilizada,
de esta manera, una mayor concentracion
viral intensifica la reduccion de viabilidad
celular en ambas lineas tumorales. De
igual manera, otras investigaciones han
demostrado que la infeccion con la cepa

LaSota del vENC reduce la viabilidad en las
lineas celulares tumorales A549, US7MG,
T98G, HUh7, MDA-MB-453, y MCF7. La
infeccion viral provocd una reduccién de
la viabilidad celular por debajo del 44%,
mientras que, las lineas celulares no tu-
morales HEK293, NB1RGB y RCR-1 alcan-
zaron una viabilidad del 84%, 73%, y 69%,
respectivamente 7. Asimismo, Keshavarz
et al. *Y demostraron que la cepa LaSota
reduce la viabilidad en la linea celular tu-
moral murina TC-1 (células de cancer de
cuello uterino), hasta 54% y 43% con una
MOI de 20 y 40, respectivamente, com-
parado a las células no infectadas (control
negativo), seglin el ensayo MTT (14,

Se ha determinado que el VENC puede
replicar hasta 10 000 veces mas en cier-
tos tipos de células tumorales de forma
selectiva, en comparaciéon a algunas cé-
lulas no tumorales, donde su replicacion
y efecto citopatico son limitados *?. Esto
se debe a que las células neoplasicas pre-
sentan mutaciones que alteran la via de
sefializacion del interferon de tipo |, ge-
nerando en ellas una mayor susceptibili-

dad a la replicacién viral @3,

En este estudio, se evalud la selectivi-
dad de replicacion viral en células tumora-
les mediate un ensayo in vitro. En ausen-
cia de selectividad replicativa, las células
adheridas al fondo del pocillo fueron te-
flidas con cristal violeta. Por el contrario,
cuando hubo replicacion viral selectiva,
las células perdieron su adherenciay no se
observo tincion. De este modo, se eviden-
ci6 que las MOls evaluadas no mostraron
selectividad replicativa en la linea celular
no tumoral MDCK, a diferencia de las cé-
lulas tumorales DU-145y 786-0, donde se
observo ausencia de tincion en los pocillos
infectados a partir de la MOI 1. Ademas,
el ensayo de selectividad replicativa con
cristal violeta mostré que la infeccién y
replicacién del rLS1 causé la pérdida de la
adherencia celular en las células tumora-
les en un cultivo in vitro.

Por otro lado, el ensayo MTS mostro
una reduccion en la viabilidad celular
tras la infeccidn viral. Esto sugiere que
la pérdida de adherencia celular podria
estar relacionada con la disminucion de
la viabilidad, como consecuencia de la re-
plicacion viral.

Se ha determinado que la evasién de
las vias apoptéticas es una de las princi-
pales causas del desarrollo y superviven-
cia de las células tumorales. Asimismo,
estudios previos han sefialado que el
VENC puede inducir apoptosis como uno
de sus principales mecanismos para des-
truir las células tumorales 4. En este es-
tudio, se demostro la capacidad del virus
rLS1 de inducir significativamente apop-
tosis sobre las células tumorales DU-145
y 786-0 mediante el analisis de translo-
cacion de la fosfatidilserina, utilizando el
doble marcaje de Annexin V/ANXA5-PE
y SYTOX™ Blue Dead Cell Stain, con un
porcentaje de apoptosis (tempranas y
tardias) de 19,5% * 4,1% en las células
DU-145 y 25,4% + 2,5% en las células
786-0, confirmando asi, que el rLS1 indu-
ce muerte celular por apoptosis en lineas
celulares tumorales.

Kalantari et al. *¥ demostraron que
la cepa Lasota induce significativamente
apoptosis temprana y tardia sobre la linea
celular de cancer de mama MCF-7, en com-
paracién con el grupo control no infectado.
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Figura 5. Interpretaciones graficas dotplot representativas de apoptosis (temprana y tardia) y necrosis,
analizadas por citometria de flujo utilizando Annexin V/ANXA5-PE y SYTOX™ Blue Dead Cell Stain.
A. Células DU-145. B. Células 786-O, ambas lineas de células tumorales fueron infectadas con el virus rL.S1
con una MOI de 1y analizadas a las 48 hpi. Células no infectadas fueron utilizadas como control. Cada panel
de la gréfica se interpretd de la siguiente manera; Q1: células necrdticas (Annexin Cv/anxa5-pe-/SYTOX™ Blue
Dead Cell Stain+); Q2: células apoptdticas tardias (Annexin V/ANXAS-PE+/SYTOX™ Blue Dead Cell Stain+); Q3:
células con apoptosis temprana (Annexin V/ANXAS-PE+/SYTOX™ Blue Dead Cell Stain-) y Q4: células viables

(Annexin V/ANXA5-PE-/SYTOX™ Blue Dead Cell Stain-

). El nimero total de eventos adquiridos fue de 30 000.

Este ensayo se realizé por triplicado en experimentos independientes.

Ademas, observaron un incremento en los
niveles de expresion de genes relacionados
con la apoptosis, como Bax, Caspasa-3 y
Caspasa-9, evidenciando el efecto antitu-
moral del VENC a través de vias apoptdti-
cas ™%, De manera similar, se ha reportado
que la cepa NDV/HK84 induce apoptosis
en células de adenocarcinoma hepatico
humano SK-HEP-1 HCC, segun el ensayo de
tincion con anexina V/FITC. En este estudio,
la apoptosis tardia alcanzé un 67,27% en
comparacion con el 5,41% del control tra-
tado con PBS. Ademas, se evalud el efecto
oncolitico de distintas cepas de VENC sobre
las células tumorales SK-HEP-1 HCC, desta-
cando la capacidad de induccion apoptéti-
ca de la cepa NDV/HK84 119),
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El VENC es considerado un virus con
potencial oncolitico para futuros ensa-
yos clinicos, ya que ademas de su selec-
tiva replicacion sobre células tumorales,
es un virus patogénico especifico de las
aves, de manera que los efectos secunda-
rios en humanos estan limitados a sinto-
mas de gripe y aparicion de conjuntivitis
de corta duracion @, Asimismo, se ha
identificado que el VENC recombinante
es un vector eficaz para llevar genes fo-
raneos ¥ como inductores de apop-
tosis 0 proteinas que incrementen una
respuesta inmune tumoral > 29 o para
actuar especificamente en ciertos tipos
de cincer ?V. Actualmente, se estan rea-
lizando cada vez mas investigaciones con
el VENC recombinante para transportar

diferentes genes que ayuden a potenciar
su actividad oncoterapéutica 223,

Las limitaciones de este estudio se en-
contraron en la evaluacion de la selecti-
vidad replicativa viral y en el ensayo de
MTS, donde se utilizd Unicamente la linea
no tumoral de rifién canino MDCK como
control, aunque otros investigadores han
utilizado un modelo de estudio similar
para demostrar que el VENC tiene un po-
tencial oncolitico selectivo sobre lineas
tumorales sin ocasionar dafio en una
linea no tumoral %24, Es recomendable
complementar estos ensayos utilizando
otras lineas tumorales y no tumorales
humanas, ya que se ha demostrado que
el grado de actividad oncolitica del virus
podria depender del tipo de linea celular.

Concluimos que el virus rLS1 repli-
ca satisfactoriamente en las lineas de
células tumorales DU-145 y 786-0, y
tiene la capacidad de replicar selectiva-
mente sobre ambas lineas tumorales sin
causar dafio en las células no tumorales
MDCK. Finalmente, se demostré que
el constructo viral rLS1 causa la dismi-
nucién de la viabilidad celular e induce
apoptosis en las células de cancer DU-
145y 786-0. Creemos que el rLS1 podria
convertirse en una alternativa terapéuti-
ca contra el cdncer de prostata y cancer
de rifidn humano.
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