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RESUMEN

La viroterapia se ha convertido en una opcién terapéutica prometedora en el tratamiento del
cancer. El virus de la enfermedad de Newcastle (NDV) causa una infeccion altamente contagiosa
en aves Yy replica eficientemente sobre células tumorales. El objetivo de este estudio fue evaluar
la actividad oncolitica de las cepas lentogénicas rLS1y rLS1-XI1I-v2 sobre las lineas celulares de
carcinoma prostatico (DU 145) y cancer renal (786-0), y evaluar su replicacion selectiva en la
linea celular no tumoral de rifién canino Madin-Darby (MDCK). El efecto citotoxico fue medido
por el ensayo MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazolio). La selectividad replicativa fue evaluada por tincién con cristal violeta hasta la
multiplicidad de infeccién (MOI) 20y el porcentaje de apoptosis fue determinado con AnexinaV-
PE/Sytox por citometria de flujo. EI MTS determind que rLS1 redujo la viabilidad de DU 145y
786-0 por debajo del 50% y 20% respectivamente, mientras que, rLS1-XI11-v2 redujo la viabilidad
de 786-0 al 22% y de DU 145 a un 82%. Ambos virus no inhibieron la proliferacion de las células
MDCK, siendo selectivos hasta la MOI 20. Mediante el ensayo de AnexinaV-PE/Sytox se
determind que rLS1 indujo apoptosis significativamente (****p<0.0001) sobre 786-O (49%) y
DU-145 (38%), mientras que, rLS1-XII-v2 indujo un 25% de células apoptoticas en 786-O
(*p<0.05) y 19% en DU 145, en comparacion con células no infectadas. rLS1 presenté mayor
actividad oncolitica por lo que podria convertirse en una alternativa terapéutica contra el cancer

de préstata y renal.

Palabras clave: Viroterapia, oncolitico, apoptosis, citotoxicidad.

Vi



ABSTRAC

Virotherapy has become a promising therapeutic option in the treatment of cancer. Newcastle
disease virus (NDV) causes a highly contagious infection in birds and replicates efficiently on
tumor cells. The aim of this study was to evaluate the oncolytic activity of the lentogenic strains
rLS1 and rLS1-XII-v2 in prostate carcinoma (DU 145) and renal cancer (786-0O) cell lines, and
their selective replication in the Madin-Darby non-canine kidney tumor cell line (MDCK). The
cytotoxic  effect was measured by MTS  (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium) assay. Replicative selectivity was
assessed by crystal violet staining up to Multiplicity of infection (MOI) 20 and percentage
apoptosis was determined with AnnexinV-PE/Sytox by flow cytometry. The MTS assay
determined that rLS1 reduced the cell viability of DU 145 and 786-O below 50% and 20%,
respectively, while rLS1-XI1-v2 reduced the viability of 786-0 to 22% and 82% in DU 145. Both
viruses did not induce a significant reduction in viability of MDCK cells and were selective up to
MOI 20. In the AnnexinV-PE assay, rLS1 significantly induced apoptosis (****P<0.0001) in
786-0O (49%) and DU-145 (38%), while rLS1-XII-v2 induced 25% apoptotic cells in 786-O
(*p<0.05) and 19% in DU 145, compared to un-infected cells. rLS1 virus showed a higher

oncolytic activity, so it could become therapeutic alternative against prostate and renal cancer.

Keywords: Virotherapy, oncolytic, apoptosis, cytotoxicity.
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. INTRODUCCION

En los Ultimos afios se han desarrollado terapias novedosas contra el cancer, debido a que es una
de las principales causas de muerte a nivel mundial (1). En el 2020 se report6 casi 10 millones de
muertes por cancer en todo el mundo (2). En este mismo afio, el Per( tuvo un total de 34 976
muertes por cancer y 69 849 nuevos casos entre los que destacan: cancer de prostata con 8 700,
cancer de mama con 6 860, cancer gastrico con 6 300, cancer colorrectal con 4 636 y cancer de
cuello uterino con 4 270 (3). El Centro Nacional de Epidemiologia, Prevencién y Control de
Enfermedades del Ministerio de Salud (MINSA) report6 que cada afio existe un diagnéstico de
méas de 66 000 casos nuevos de cancer y se estima que 32 000 personas mueren por esta
enfermedad (4).

El cancer de préstata es el principal cancer no cutaneo mas comun en hombres, presenta
variaciones histopatolégicas y gendémicas muy heterogéneas (5), se encuentra clasificado en base
a los siguientes tipos: adenocarcinomas, carcinomas de células pequefias, tumores
neuroendocrinos, carcinomas de células transicionales y sarcomas, siendo el adenocarcinoma el
mas comun (6). El cancer de prdstata se inicia con una neoplasia intraepitelial prostatica, seguida
de una neoplasia prostatica localizada, que posteriormente se convierte en adenocarcinoma de
préstata en estado avanzado con invasion local, y culmina con un cancer prostatico metastasico,
siendo principalmente los ganglios linfaticos el primer sitio de metastasis, seguido del higado,

pulmon y huesos (7).

De igual manera, el cancer de rifién pertenece a un grupo heterogéneo de canceres que tiene
diversas alteraciones genéticas y moleculares relacionados a los muchos subtipos histol6gicos que
presenta (8). Los tipos de cancer renal son: carcinoma de células renales, carcinoma de células
renales de tipo células claras, carcinoma de células renales de tipo células granulares (no claras).
Entre los tipos menos frecuentes de cancer de rifion se encuentran: el carcinoma de células renales
del tdbulo colector, carcinoma renal quistico multilocular, carcinoma medular, carcinoma renal
mucinoso tubular y de células fusiformes, carcinoma renal asociado con neuroblastoma. Otros
tipos de cancer de rifidn son: los carcinomas de células transicionales, los tumores de Wilms 'y los
sarcomas renales (6). Las neoplasias metastasicas de rifidn comprenden principalmente pulmones,
huesos y cerebro, pero también se ha demostrado que las glandulas suprarrenales, el rifion

contralateral y el higado pueden verse afectados (9).

Existen diversos tratamientos contra el cancer que dependen principalmente del tipo de cancer y
de la etapa de diagndstico (10). Entre los tratamientos convencionales contra el cancer de prostata
y renal se encuentran la cirugia, quimioterapia, inhibidores de puntos de control inmunitarios,

radioterapia, terapia con hormonas, inmunoterapia, etc. que en muchas ocasiones se usan en

1



combinacion para incrementar la eficacia de la terapia y la supervivencia de los pacientes tratados
(11-13) Cada uno de estos tratamientos presenta cuadros clinicos secundarios diferentes y tiene

sus propias limitaciones (14,15).

A pesar del avance terapéutico, tanto el cancer de prostata, como el cancer de rifion siguen siendo
un gran problema para la salud. En el 2020, en el Per( se reportd un total de 8 700 nuevos casos
y 2 433 muertes a causa de cancer de prostata, mientras que hubo un total de 2 030 nuevos casos
y 810 muertes por cancer renal (3). Por este motivo, continua la busqueda de nuevas alternativas
gue sean menos invasivas, mas eficientes, precisas, y que complementen o sustituyan las terapias

convencionales (16).

La viroterapia se ha convertido en una herramienta altamente prometedora, ya que usa Vvirus
oncoliticos (VOs) de tipo naturales o disefiados genéticamente para destruir células tumorales
(17). El mecanismo de accion de estos VOs se basa en la infeccion y su replicacion sobre células
cancerosas, lo que genera lisis celular. Muchos VOs tienen como caracteristica una selectividad
replicativa sobre células tumorales (18), esto se debe a que las células neoplésicas presentan
alteraciones en la via de sefializacion del interferon de tipo I, lo que genera que los virus
oncoliticos tengan mayor replicacion sobre ellas (19). Asimismo, cuando el virus ingresa a la
célula cancerosa estimula una respuesta inmune innata y adaptativa en el microambiente del tumor
(20), lo que implica que células como macrofagos, células asesinas naturales y linfocitos T
citotoxicos se dirijan hacia el antigeno presente en las células tumorales infectadas lo que mejora
la actividad antitumoral (21). Algunos estudios han determinado que el efecto oncolitico se
relaciona con diversas vias apoptoticas de las células infectadas y a la expresion de proteinas

involucradas al proceso apoptotico (22).

Con la ayuda de la ingenieria genética se estan disefiando virus genéticamente modificados con
el objetivo de incrementar su capacidad replicativa sobre células tumorales (23), asi como la
introduccién de genes foraneos dentro del genoma virico con la finalidad de incrementar su

actividad oncolitica (24).

La mayoria de VOs seleccionados como agentes terapéuticos son cepas atenuadas o cepas que
pueden replicarse en humanos sin generar enfermedades graves (18). Ademaés, debido a la
heterogeneidad y los diferentes tipos de cancer que existen (5,25) un solo tipo de virus oncolitico
no seria eficaz para destruir todas las células cancerosas, por lo que es importante evaluar el grado
de eficiencia oncolitica de nuevas cepas viroterapéuticas que no generen cuadros clinicos graves

Y que sean seguras para el ambiente.



Diversas investigaciones proporcionan un mayor conocimiento sobre la actividad oncolitica de
algunos virus no modificados y/o virus recombinantes modificados genéticamente utilizando
ingenieria genética (17) Se han realizado ensayos experimentales in vitro e in vivo (26,27) para

determinar su actividad sobre los diferentes tipos de cancer.

El virus de la enfermedad de Newcastle (NDV, por sus siglas en inglés) es otro agente oncolitico
que ha sido explorado desde los afios 1965 (28,29) y en varios estudios e investigaciones se ha
demostrado su capacidad de producir lisis en células de cancer (30).

El NDV es un virus de &cido ribonucleico (ARN) de sentido negativo, no segmentado, que
pertenece al género Avulavirus, a la subfamilia Paramixovirinae y a la familia Paramixoviridae.
Pertenece al serotipo 1 de los paramixovirus aviares y tiene una envoltura pleomdrfica alrededor
de los 200 a 300 nm de diametro (31). El genoma del NDV consta de seis genes que codifican
proteinas estructurales denominadas: proteina de nucleocéapside (NP), fosfoproteina (P), proteina
matriz (M), proteina fusion (F), proteina hemaglutinina-neuraminidasa (HN), y la proteina de
polimerasa (L) (32,33). Cinco de los seis genes del NDV codifican solo una proteina principal a
excepcion del gen P que codifica tres proteinas (P, V y W), cada gen esta flanqueado por
secuencias de inicio y final, y entre ellas se encuentran secuencias intergénicas no codificantes
(34).

El NDV ataca a las células uniéndose a compuestos que contienen &cido sidlico a través del
dominio de adhesion celular de la proteina HN (35) La accion de HN y F conduce a un cambio
conformacional, lo que permite que la membrana del NDV se fusione con la célula huésped
abriendo un poro para el ingreso del genoma viral en el citoplasma. EI NDV también puede
ingresar a las células mediante macropinocitosis o endocitosis (36). Después de entrar en el
citoplasma de la célula huésped, el genoma de ARN de sentido negativo se transcribe en ARNm
de sentido positivo que se traduce en proteinas virales. Las proteinas N, P, y L son esenciales en

el ensamblaje de la nucleocépside (34)

EI NDV es altamente infeccioso en aves y causa pérdidas a gran escala en el sector avicola. Segin
su grado de virulencia en estas especies el NDV se clasifica en: cepas lentogénicas (no virulentas),
cepas mesogénicas (intermedias) y cepas velogénicas (virulentas) (37). Estas Gltimas cepas de
NDV causan una mortalidad del 100% en aves de corral infectadas, por lo que se considera a la
enfermedad de Newcastle como una de las dos enfermedades aviares mas importantes en todo el
mundo. Ademas de la clasificacion segln el grado de virulencia, las cepas de NDV también se

clasifican en diferentes genotipos segun la secuencia y el analisis filogenético del gen F (38,39).



Se ha determinado que en las cepas lentogénicas el sitio de clivaje es monobaésico, y es clivado
por proteasas como la tripsina que se encuentra en el tracto respiratorio y digestivo, por lo tanto,
la replicacidn de estas cepas esté restringido a tejidos especificos, por el contrario, las cepas
velogénicas cuentan con un sitio de clivaje polibasico, el cual es clivado por proteasas como la
furina que se encuentra en diversos tejidos. Diversos estudios han demostrado que el sitio de
clivaje de la proteina F es el principal determinante de la patogenicidad y virulencia de NDV (40).
Ademaés, han determinado la estrecha relacion entre la patogenicidad y virulencia de las cepas de
NDV con sus propiedades oncoliticas, convirtiéndose asi en una potencial promesa como agente
terapéutico contra el cancer (17).

Con base a la actividad de terapia antineoplasica, los NDV se clasifican en cepas liticas
(mesogénicas y velogénicas) y no liticas (lentogénicas) (41). Las cepas liticas, en sus multiples
ciclos de replicacion, pueden generar progenies con particulas virales infecciosas causando lisis
en las células tumorales, mientras las cepas no liticas, tienen un solo ciclo de replicacion y los
viriones resultantes contienen variantes inactivas de la proteina F por lo que su efecto oncolitico

esta relacionado principalmente a la estimulacion de la respuesta inmune (42).

Diversas investigaciones han demostrado la capacidad oncolitica del NDV:
En un estudio reciente, se evalu6 la capacidad inductiva de apoptosis y el efecto citotoxico de la
cepa vacunal LaSota sobre la linea celular MCF-7, proveniente de adenocarcinoma de mama. En
este estudio, se determind los niveles de citotoxicidad, mediante el ensayo de bromuro de 3- [4,5-
dimetiltiazol-2 il] 2,5-difeniltetrazolio (MTT), y la induccion de apoptosis, por citometria de flujo
mediada por la tincién con anexina V/yoduro de propidio. Se determind que la infeccién con NDV
redujo la viabilidad y aument6 el porcentaje de células apopt6ticas en la linea celular MCF-7,

también se report6 que la cepa LaSota activé la via intrinseca de la apoptosis (43).

De manera similar, se ha documentado la evaluacion de la actividad oncolitica in vitro del NDV
en céancer de cuello uterino, infectando la linea celular tumoral de ratén TC-1, asociado al virus
del papiloma humano (VPH) que expresan antigenos E6 / E7 del VPH 16, con la cepa LaSota del
NDV, realizando los ensayos de MTT y lactato deshidrogenasa (DHL) para determinar la
actividad antineoplésica. Ademas, mediante ensayos de anexina V/yoduro de propidio y western
blot para evaluar la apoptosis temprana y el rol de las especies reactivas de oxigeno en células
TC-1 infectadas con el NDV, demostraron una disminucion de la viabilidad celular, la cual iba
decreciendo en 54% y 43% con la multiplicidad de infeccion (MOI, por sus siglas en inglés) de
20y 40, respectivamente, en comparacion a las células no infectadas que se usaron como control.

En la evaluacion de la induccién de apoptosis se determind que hubo una mayor actividad



oncolitica en las células TC-1 infectadas con una MOI de 20, proponiendo de esta manera al NDV

como un candidato terapéutico contra el cancer de cuello uterino (44).

Mediante la infeccién de las lineas celulares tumorales de carcinoma de pulmén (A549),
glioblastoma (U87MG y T98G), adenocarcinoma de glandula mamaria (MCF7 y MDA-MB-453),
carcinoma hepatocelular (Huh7), células renales embrionarias transformadas (HEK293),
monaocitos primarios, fibroblasto pulmonar (HF19), fibroblasto cutdneo (NB1RGB) y astroglia de
rata (RCR-1) con la cepa LaSota con una MOI de 0.001 se determind la actividad antineoplésica
del NDV en diferentes lineas celulares tumorales. La citotoxicidad se evalud utilizando el ensayo
MTT. Los resultados indicaron que las lineas celulares tumorales A549, U87MG, T98G, Huh?7,
MDA-MB-453, y MCF7 tuvieron una viabilidad menor al 44%, mientras que las lineas celulares
sanas HEK293, NB1RGB y RCR-1, una viabilidad del 84%, 73%, y 69% respectivamente (42).

Se ha evaluado el efecto antitumoral de la cepa LaSota del NDV recombinante que expresa la
glicoproteina del virus de la rabia (rL-RVG), en la linea celular de adenocarcinoma de pulmén
(A549). En el estudio, se realizé un ensayo de MTT para demostrar que la viabilidad de las células
A549 disminuyd al incrementar la concentracion viral. Los resultados mostraron que las tasas de
inhibicién de las células infectadas con rL-RVG fueron significativamente mas altas que las
células infectadas con la cepa de tipo salvaje. Ademas, se evalud la induccién de apoptosis usando
tincién doble de Anexina V/PI, el porcentaje de células A549 apopt6ticas fue mayor en las células

infectadas con rL-RVG a las 48h después de la infeccion (45).

En la evaluacion del potencial oncolitico de la cepa LaSota del NDV que expresa la proteina
fluorescente verde GFP (NDV-GFP) sobre cinco lineas celulares de carcinoma mamario canino
(CMC): E20, E37, M5, M25 y CF41.Mg, y una linea celular no tumoral de fibroblastos
embrionarios caninos, se determiné el efecto citotoxico comparando el IC50 (la concentracion
inhibitoria media maxima) para cada linea celular. Los resultados mostraron que todas las lineas
celulares de CMC tuvieron mayor susceptibilidad a NDV-GFP en comparacién con la linea
celular no tumoral. Mediante la doble tincion con naranja de acridina y bromuro de etidio se
determiné que la causa de muerte inducida por NDV-GFP con IC50 para cada linea celular fue

por apoptosis, proponiendo usar el NDV como una opcion terapéutica contra el CMC (46).

Segun la literatura revisada, no se ha documentado la evaluacion del potencial oncolitico del NDV
aislado en Pert (NDV/peacock/Per(/2011), con base a un andlisis de filogenia mediado por el gen
F pertenece al genotipo XII (47). Con la ayuda de la genética reversa se ha logrado disefiar un
virus recombinante en base a LaSota (rLS1) (48), que lleva los ectodominios de los genes Fy HN
correspondientes al NDV genotipo XII (rLS1-XI1I-v2), cambiando el sitio de clivaje de polibasico

a monobaésico, convirtiéndose en una cepa segura para el ambiente (49) ya que en la actualidad



existen diversas limitaciones para utilizar cepas virulentas de NDV en personas, debido a que
podria generar un posible rebrote al tener contacto con aves, causando dafios al sector avicola
(50).

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo evaluar la actividad oncolitica de las
cepas rLS1y rLS1-XII-v2, en inducir citotoxicidad y muerte celular por apoptosis, en dos lineas
tumorales de origen humano (Homo sapiens): la linea celular tumoral DU 145, proveniente de
una lesién metastasica en el cerebro de un hombre caucésico de 69 afios de edad que fue
diagnosticado con carcinoma prostatica avanzada y metastasis generalizada (51), y la linea celular
tumoral 786-0, que deriva de un carcinoma de células renales hipertriploide de un hombre de 58
afios de edad (52, 53) utilizando los ensayos de MTS (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -5- (3-
carboximetoxifenil) -2- (4-sulfofenil) -2H-tetrazolio) y Anexina V-PE. Ademas, la efectividad
oncolitica y su capacidad de replicacion selectiva de ambas cepas fueron comparadas sobre las
lineas tumorales y no tumoral normal, siendo este Gltimo una linea celular no tumoral de rifion
canino Madin-Darby (MDCK) provienen de células epiteliales normales aisladas del tabulo renal

de un perro adulto hembra de raza Cocker Spaniel (54).



1. ESTRATEGIA METODOLOGICA

2.1. Material biol6gico

2.1.1.

2.1.2.

2.1.3.

Cultivos celulares

Durante la realizacion de este trabajo de investigacion se han empleado las

siguientes lineas celulares:

o Células DF-1: Células de fibroblastos de pollo (ATCC).

e Células DU 145: Células de carcinoma prostatico humano (ATCC).
e Células 786-0O: Células de cancer de rifion humano (ATCC).

e Células MDCK: Células de rifién canino Madin-Darby (ATCC).

El mantenimiento de todas las lineas celulares se realiz6 utilizando el medio
Eagle modificado por Dulbecco F-12 (1:1) 1x (DMEM, por sus siglas en
inglés) (catdlogo No. SH30004.04, HyClone, USA), suplementado con 10%
de Suero Fetal Bovino inactivado por calor (SFB) (catalogo No. SH30066.03,
Thermo Fisher Scientific, USA) y 1x de antibi6tico-antimicético-100x (Anti-
Anti 1x), que contenia 10 000 unidades/ml de penicilina, 10 000 pg/ml de
estreptomicina y 25 pg/ml de anfotericina B (catdlogo No. 15240062, Gibco,
USA), fueron cultivadas a 37°C en atmosfera humidificada con 95% de aire
y 5% de CO; (55).

Huevos embrionados de pollo

Se emplearon huevos embrionados de pollo libres de patégenos especificos
(SPF, por sus siglas en inglés) de 10 dias de edad (Charles Rivers Avian
Vaccine Servicies, USA). Los huevos SPF se mantuvieron en una incubadora
a 37°C y entre 60-70% de humedad.

Virus

Se utilizaron los siguientes virus, obtenidos y desarrollados anteriormente
por el laboratorio de investigacion 3y 4 1+D de Farmacoldgicos Veterinarios
(FARVET) (Chincha, Peru).

rLS1: virus de la enfermedad de Newecastle clonado y obtenido

previamente (48).



o rLS1-XII-v2: virus de la enfermedad de Newcastle recombinante que
contiene los ectodominios de los genes F y HN correspondientes al
genotipo XIlI, que fue obtenido previamente (49).

2.1.4. Eritrocitos

Los eritrocitos de pollo fueron empleados en los ensayos de hemaglutinacion
(HA) para la deteccion y determinacién del titulo de HA expresado en
unidades hemaglutinantes (UHA) de NDV, los cuales fueron obtenidos de

Charles Rivers Avian Vaccine Servicies.

2.1.5. Anticuerpos

Los anticuerpos utilizados durante este trabajo de investigacion se muestran
en la Tabla 1.

Tabla 1. Anticuerpos utilizados en el ensayo de inmunofluorescencia indirecta

Anticuerpos Isotipo Marca Catalogo

Anti-suero de Newcastle IgY Charles River 10100486

Goat Anti-Chicken IgY H&L

(Alexa Fluor® 488) pAb lgY Abcam ab150169

2.2. Amplificacion y titulos virales
2.2.1. Amplificacién viral

El stock viral fue realizado en huevos SPF de 10 dias de edad. Un stock viral
de 300 Unidades Formadoras de Placa (UFP) fueron inoculados en la cavidad
alantoidea de huevos embrionados, e incubadas por 3-4 dias a 37°C y 60-
70% de humedad.

El fluido alantoideo fue recolectado y clarificado por centrifugacion a una
velocidad de 5000 gravedades (rcf), por 15 minutos a una temperatura de
4°C. Finalmente, el fluido alantoideo clarificado fue filtrado utilizando filtros
de membrana de 0.22 um (catdlogo No. SLGP033RB, Merck, Alemania) y

alicuotado en microtubos de 2ml (56).



Las alicuotas fueron conservadas en la ultracongeladora con una temperatura

de

-80°C hasta su uso como stock viral.

2.2.2. Titulacion de stock viral

2.2.2.1.

2.2.2.2.

Ensayo de hemaglutinacion (HA)

Se agreg6 25 pl de PBS (0.1 M) en cada pocillo de una placa de
microensayo de plastico con el fondo en V (Catélogo No. 701201, NEST,
China). En el primer pocillo de la placa se agreg6 25 pl del virus rLS1.
Posteriormente se realizaron diluciones seriadas del virus en un volumen
de 25 pl las cuales fueron distribuidas en la placa. Se dejo el ultimo
pocillo sin infectar como control negativo del ensayo.

Se adicion6 nuevamente 25 ul de PBS a cada pocillo y finalmente se
agreg6 25 ul de eritrocitos de pollo (Charles Rivers Avian Vaccine
Servicies, USA) al 1% (v/v). Se mezcl6 la placa cuidadosamente y se
dej6 reposando durante 40 minutos a temperatura ambiente (20-22 °C).

Se realiz6 el mismo procedimiento para el virus rLS1-XII-v2.

Al finalizar el tiempo de incubacion, se incliné la placa y se observo la
presencia o ausencia de aglutinacién en forma de boton en el centro de
la placa. El titulo del ensayo de HA fue determinado en base a la dilucién
mas alta en la que se observd aglutinacién completa y fue reportado
como unidades hemaglutinantes UHA por mililitro (UHA/mI). Ademas,
la dilucion mas alta en la que se observé aglutinacién se considero 1
UHA, y el nimero de UHA/0.025 ml se determind con el inverso de la

dilucioén.

El ensayo de hemaglutinacion fue realizado segin el manual de la
Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE, por sus siglas en inglés)

sobre animales terrestres (57).

Titulacion por ensayo en placa

Células DF-1 fueron subcultivadas en placas de cultivo celular de 12
pocillos (Catdlogo No. 712001, NEST, China) con 0.15 x 10°

células/pocillo en un volumen de 1 ml de DMEM 1x suplementado con



5% de SFB, por 18-24 horas a 37 °C en condiciones atmosféricas que

contenian 5 % de CO..

El rLS1, se descongelé de forma gradual a temperatura ambiente (20-22
°C) Seguidamente, se realizaron diluciones seriadas agregando 225 pl de
DMEM 1x (libre de SFB) en microtubos estériles de 1.5 ml. Se agreg6
25 pl de la muestra viral, previamente homogenizada por vértex al
microtubo correspondiente a la primera dilucion, el cual fue también
homogenizado por vortex. Se repitié el procedimiento sucesivamente
hasta la dilucién 107. En el microtubo correspondiente a la Ultima

dilucién, se descart6 25 pl.

La confluencia de las células DF-1, previo al ensayo fue verificada y se
rotulé cada pocillo de acuerdo con la dilucién correspondiente. Se dejo
un pocillo sin infectar como control negativo del procedimiento.

Se removid el medio de mantenimiento (1ml) de todos los pocillos por
aspiracion y se lavo cuidadosamente dos veces la monocapa con 500 pl
de DPBS 1x (Catadlogo No. D5773, Sigma-Aldrich, USA) inclinando
suavemente la placa de un lado a otro. Luego el DPBS 1x fue removido
y se procedid con la infeccién, agregando 200 pl del in6culo
correspondiente a cada dilucidn/pocillo. Al pocillo destinado como
control negativo del procedimiento s6lo se le agreg6 200 ul de DMEM
1x (libre de SFB), con la finalidad de mantener las mismas condiciones

del experimento.

El in6culo se esparcio sobre la monocapa inclinando suavemente la placa
de un lado a otro y se dejé en incubacion por 1 hora bajo condiciones de
cultivo permitiendo asi la adsorcion del virus sobre las células DF-1. Para
mantener la homogenizaciéon y evitar el secado de la monocapa se

realizaron movimientos cada 15 minutos durante la hora de adsorcion.

Antes de finalizar la hora de adsorcion, se prepar6 el medio de
recubrimiento conformado por: DMEM 2x+MgCl,, 2% de SFB, 5% de
fluido alantoideo, Anti-Anti 1x, y agarosa 1%.

Finalizada la hora de adsorcion se removio el indculo de cada dilucién
sobre pocillo. Se lavé la monocapa con 500 pl de DPBS 1x para asegurar

la eliminacion de virus residual no internalizado. Se removié el DPBS 1x

10



2.2.2.3.

y se agregd 1 ml del medio de recubrimiento a cada pocillo con una pipeta
serologica. Se dejo reposar la placa a temperatura ambiente (20-22 °C)
por 15 minutos sobre una superficie plana sin tocarla hasta la
solidificacion del agar, luego la placa fue incubada a 37 °C con una
atmosfera de 5% de CO: por 5 dias.

Finalmente, las placas fueron fijadas afiadiendo 500 ul de formaldehido
(Catalogo No. 1040032500, Merck, Alemania) al 4% a cada pocillo, se
dejo reposar durante 8 horas a temperatura ambiente (20-22 °C).

Se removid la agarosa con un suave chorro de agua, seguidamente fueron
teflidas agregando 500 pl de cristal violeta (Catalogo No. C0775, Sigma-
Aldrich, USA) al 2% por pocillo y se dejo en reposo por 20 minutos a
temperatura ambiente (20-22 °C). Se lav6 con chorro suave de agua
inclinando la placa y se dejé secar por 1 hora (48). El titulo viral fue
definido por el factor de dilucién que contenia entre 10 a 70 placas,
expresado en unidades formadoras de placa UFP por mililitro (UFP/ml).
Este experimento se realizé por duplicado.

Se aplicé la siguiente formula para determinar el titulo viral:

Titulo viral (UFP/ml) = Ndmero de placas

Dilucion empleada x VVolumen afiadido

Titulacion por fluorescencia-ensayo en placa

Para el rLS1-XII-v2, se realiz6 el ensayo en placa como se ha descrito
anteriormente en el apartado 2.2.2.2. Seguidamente de la fijacion con
formaldehido al 4% por 8 horas, se realizd6 el ensayo de
inmunofluorescencia indirecta. Se realizaron 3 lavados sucesivos con
DPBS 1x a cada pocillo de la placa por 5 minutos en movimientos de

inclinacion.
Se agreg6 250 pL de Triton X-100 (catalogo No. 648463, Merck,

Alemania) al 0.1% en DPBS 1x frio a todos los pocillos y se incub6 por

15 minutos a temperatura ambiente (20-22 °C) en movimientos de
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inclinacién. Se lavo 3 veces la monocapa con DPBS 1x frio por 5

minutos en movimientos de inclinacion.

Se agregd 150 pl del anticuerpo primario: anti-suero de Newcastle (No.
de referencia 10100486, Charles River Avian Vaccine Services, USA)
en una dilucion 1:200, diluido en Albumina de suero bovino (BSA, por
sus siglas en inglés) (catdlogo No. A7030-500G, Sigma-Aldrich, USA)
al 5% en DPBS 1x y se dejo incubar por 1 hora a temperatura ambiente
(20-22 °C) en movimiento de inclinacion.

Concluida la hora de incubacidn se removié el anticuerpo primario y se
lavé 3 veces la monocapa con DPBS 1x frio por 5 minutos en
movimientos de inclinacién. Se removio el DPBS 1x y seguidamente se
agreg6 150 pl del anticuerpo secundario: Goat Anti-Chicken IgY H&L
Alexa Fluor® 488 (catdlogo No. Ab150169, Abcam, USA) en una
dilucion 1:1000, diluido en BSA al 5% en DPBS 1x, la placa fue cubierta
con papel aluminio para brindar condiciones de oscuridad y se dejo6 en
incubacion por 1 hora a temperatura ambiente (20-22 °C) con
movimientos de inclinacion. Se removi6 el anticuerpo secundario y se
lavo 4 veces la monocapa con DPBS 1x frio por 10 minutos en oscuridad

con movimiento de inclinacion.

Los movimientos de inclinacion de todo el procedimiento fueron

realizados utilizando el equipo de agitacion Rocker (VWR, USA)

La fluorescencia fue visualizada utilizando el microscopio invertido con
fluorescencia (Carl Zeiss, Alemania) y la Unidad de control Colibri.2
(Carl Zeiss, Alemania), cada foco fluorescente fue considerado y

contado. El titulo viral fue reportado como UFP/ml.

Los titulos de ambos stocks virales (almacenados a -80°C) fueron

utilizados en los posteriores ensayos de manera independiente.

2.3.Cinética de crecimiento de rLS1 y rLS1-XII-v2 sobre las lineas celulares DU 145,
786-0, y DF-1

Se sembr6 una placa de cultivo celular de 12 pocillos (Catalogo No. 712001, NEST,
China) para cada linea celular con una concentracion de 0.15 x 106 células por pocillo

para las lineas celulares DU 145y DF-1, y 0.12 x 10° células por pocillo de la linea
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celular 786-0 en un volumen de 1 ml de DMEM 1x suplementado con 5% de SFB y
se dejo en incubacion por 18-24 horas a una temperatura de 37 °C y condiciones

atmosféricas que contenian 5 % de CO..

Se utiliz6 DMEM 1x suplementado con 2% de SFB y 5% de fluido alantoideo como
medio de infeccidén en volumen de 1ml por pocillo. Se infectaron los pocillos con
ambos virus: rLS1 y rLS1-XII-v2, con una multiplicidad de infeccién (MOI, por sus
siglas en inglés) de 0.1 para las lineas celulares tumorales DU 145 y 786-O y una
MOI de 0.05 para la linea celular DF-1, dejando dos pocillos sin infectar como
controles negativos del experimento. Las placas se dejaron en incubacion en

condiciones de cultivo.

Seguidamente, se recolectd el sobrenadante de los pocillos por aspiracion a las 12,
24, 36, 48, 60, 72, y 84 horas post-infeccion (hpi), el sobrenadante fue conservado a
-20°C para su titulacion.

Finalmente, se cuantificd el titulo viral realizando un ensayo en placa de cada
sobrenadante recolectado siguiendo el procedimiento mencionado con anterioridad

en el apartado 2.2.2.2. pararLS1y 2.2.2.3. para rLS1-XII-v2, respectivamente.

Para la observacion de la replicacién de ambos virus sobre las lineas celulares
infectadas, se capturaron fotografias de cada hora evaluada utilizando un microscopio
en campo claro (Carl Zeiss, Alemania), con un aumento de 100X, estas imagenes

fueron representadas con la barra de escala de 100 pm.

Este ensayo fue realizado por triplicado en experimentos independientes.

2.4. Deteccion de la expresion de rLS1 y rLS1-Xl1I-v2 sobre las lineas celulares DU 145

y 786-0 por inmunofluorescencia indirecta.

Se sembraron 3 placas de 24 pocillos (Catalogo No. 702001, NEST, China) con 0.1x
10% y 0.08x 10° células por pocillo de la linea celular DU 145 y 786-O
respectivamente, con un volumen de 500 pl/pocillo de DMEM 1x suplementado con
5% de SFB. Después 18-24 horas de incubacion a 37°C con 5% de CO- se removid

el medio de mantenimiento y se lavo la monocapa con DBPS 1x.

Se infectaron los pocillos con la Multiplicidad de infeccion (MOI, por sus siglas en

inglés) de 0.01 de rLS1 y rLS1-XIl-v2. Se dejaron pocillos sin infectar como
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controles negativos. Las placas fueron fijadas a las 12, 24, y 48 horas post-infeccion
con formaldehido al 4% por 30 minutos. La expresion del NDV fue detectada
mediante el ensayo de inmunofluorescencia indirecta descrito anteriormente en el
apartado 2.2.2.3.

Finalmente, los nucleos celulares fueron identificados por tincion con DAPI
(Catdlogo No. ab104139, Abcam, USA) y se tomaron fotografias en campo
fluorescente de la infeccidn viral con un aumento de 100X y utilizando dos canales
(365 y 470 nm) en el microscopio invertido con fluorescencia (Carl Zeiss, Alemania)
y la Unidad de control Colibri.2 (Carl Zeiss, Alemania). Todas las fotografias fueron

representadas con una barra de escala de 100 pum.

2.5. Ensayo de selectividad replicativa de rLS1 y rLS1-XII-v2 sobre las lineas celulares
DU 145, 786-O y MDCK

Células DU 145, 786-O y MDCK fueron subcultivadas en placas de cultivo celular
de 96 pocillos (Catadlogo No. 701001, NEST, China) con una concentracién de 1 x
104, 0.8 x 10% y 0.5 x 10*células por pocillo respectivamente, en un volumen de 200
ul/pocillo de DMEM 1x suplementado con 5% de SFB, a 37 °C con una atmosfera
humidificada con 5 % de CO; por 18-24 horas.

Posteriormente, se removié el medio de mantenimiento de los pocillos y se lavo la
monocapa con DPBS 1x para remover restos celulares, se procedi6 con la infeccion
agregando 200 ul del medio de infeccion sobre cada pocillo en las tres lineas celulares
con diferentes MOls (0.01, 0.1, 1, 10, y 20) de rLS1 y rLS1-XII-v2. Se dejaron

pocillos sin infectar como controles negativos del procedimiento.

A las 48 hpi, se removi6 el medio de infeccion de todos los pocillos, se realizaron 3
lavados con DPBS 1x para remover virus no internalizados, las placas fueron fijadas
con 100 pl/pocillo de formaldehido al 4% por 15 minutos a temperatura ambiente
(20-22 °C). Luego, se removio el formaldehido y se realizaron 3 lavados con DPBS
1x. Finalmente, las placas fueron tefiidas agregando 100 pul de cristal violeta al 2%
por 10 minutos a temperatura ambiente (20-22 °C). Los lavados, la fijacion y tincion
de las placas se realizaron en movimientos de agitacion utilizando el equipo Rocker.
(VWR, USA).

Se determin la selectividad de replicacion de los virus rLS1 y rLS1-XI1-v2 mediante

la capacidad de adherencia de las células viables en el fondo del pocillo que fue
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evaluada a las 48 hpi y detectada por tincién con cristal violeta. Se observo
macroscopicamente la ausencia y/o reduccion de tincidn en los pocillos infectados y

se compar6 con los pocillos no infectados usados como control negativo del ensayo.

Este ensayo fue realizado por triplicado en experimentos independientes.

2.6. Ensayo de citotoxicidad

Células DU 145, 786-0, y MDCK fueron subcultivadas en placas de cultivo celular
de 96 (Catalogo No. 701001, NEST, China) pocillos con una concentracién de 1x10%,
0.8x10*y 0.5x10* células por pocillo respectivamente, en DMEM 1x suplementado
con 5% de SFB e incubadas a 37°C y 5 % de CO..

Seguidamente el sobrenadante fue removido, la monocapa fue lavada con DPBS 1x
para eliminar los restos celulares, y fue reemplazado con el medio de infeccion
agregando 200 ul/pocillo. Todas las células fueron infectadas con las MOIs 0.1, 1, y
10 de los virus rLS1 y rLS1-XII-v2. Se dejaron pocillos sin infectar como controles

negativos del procedimiento.

Una vez transcurridas 48 hpi, 20 ul del reactivo MTS (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -5-
(3-carboximetoxifenil) -2- (4-sulfofenil) -2H-tetrazolio) (Catalogo No. ab197010,
Abcam, USA) fueron afiadidos en cada pocillo, las placas fueron incubadas por 4
horas en condiciones de cultivo a 37 °C y una atmosfera de 5 % de CO», en oscuridad
(Figura 19 y 20). Seguidamente se procedié a leer la absorbancia de las muestras de
cada pocillo a una longitud de onda de 490 (OD 490 nm) utilizando el equipo de
lector de placas (BioTeck, USA) (Figura 21y 22).

El porcentaje de viabilidad se determiné en funcién al promedio calculado de la
absorbancia de todos los pocillos del control negativo de cada linea celular con
respecto al promedio calculado de la absorbancia de todos los pocillos infectados con

cada una de las MOls, mediante la siguiente formula:

Promedio de la absorbancia de pocillos infectados
% de viabilidad celular = - _ _ x 100%
Promedio de la absorbancia del control negativo
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2.7. Deteccidn de apoptosis por doble marcaje ANEXINA-V-PE/SYTOX por citometria
de flujo

La capacidad de los virus rLS1 y rLS1-XII-v2 de inducir muerte celular programada
“apoptosis” sobre las lineas celulares tumorales DU 145 y 786-0, fue determinada
siguiendo las instrucciones de la Anexina V-PE (Catalogo No. ab14154, Abcam,
USA) para la deteccion de apoptosis temprana y el marcaje de SYTOX (Catalogo
No. S34857, Invitrogen,  USA) + Anexina V para la deteccion de apoptosis tardia.

Se prepararon frascos de cultivo celular de 75 cm? (Catalogo No. 708003, NEST,
China) con una concentracion de 2.3x10° células para la linea celular tumoral DU
145y 1.4x10° células para la linea celular tumoral 786-O con un volumen de 15 ml
de DMEM 1x suplementado con 5% de SFB, los frascos de cultivo celular se dejaron
en incubacién por 18-24 horas a 37 °C y 5 % de CO,,

Se removi6 el medio de cada frasco de cultivo celular y se lavé la monocapa con
DPBS 1x, se agreg6 15 ml del medio de infeccién a cada frasco y se infectaron las
lineas celulares con una MOI de 1 de los virus rLS1 y rLS1-XII-v2. Se dejaron los
frascos sin infectar como controles negativos del experimento y se mantuvieron en

condiciones de cultivo.

A las 48 hpi, se elimind el sobrenadante de cada frasco celular y se agregd 1.5 ml de
tripsina + EDTA 0.25% (Catalogo No. SH30042.02, HyClone, USA) sobre la
monocapa para desprender las células en adherencia, los frascos de cultivo se dejaron
en incubacion a 37°C por 3 minutos aproximadamente y se agreg6 10 ml de DMEM
1x suplementado con 10% SFB para neutralizar la tripsina y EDTA. Las células

recolectadas y el sobrenadante se centrifugaron a 500 rcf por 5 minutos a 4°C.

Se decant6 el sobrenadante, y el pellet celular fue resuspendido con DPBS 1x, se
consideraron células resuspendidas en el sobrenadante + células que se encontraban
en adherencia, se realizo el conteo celular correspondiente a cada frasco de cultivo.
Se colocd 1x106 células de cada frasco de cultivo en un tubo cénico de 15 ml de
capacidad y se centrifugd a 500 rcf por 5 minutos a 4°C. Se decant6 el sobrenadante
y se elimind el exceso de DPBS 1x con una punta estéril, el pellet celular fue
resuspendido con 1 ml del buffer Anexina V-PE 1x + HEPES (Catalogo No. 15630-
106, Gibco, USA) 0.1M pH 7.2, y se colocd 400 pul de la resuspension en tubos de

citometria.
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Para detectar la apoptosis temprana y tardia se agreg6 1 ul del reactivo Anexina V-
PE sobre la resuspension celular por 15 minutos de incubacion a temperatura
ambiente (20-22 °C) y en oscuridad. Seguidamente, como marcador celular de
viabilidad, se agregd 0.5 pl del reactivo Sytox (Catalogo No. S34857, Invitrogen,

USA) por 5 minutos de incubacidn a temperatura ambiente (20-22 °C) en oscuridad.

Se analizaron los tubos por el haz de luz l&ser del citometro de flujo (BD
FACSCanto™ [I, USA) usando el canal PE de color azul para Anexina V-PE, con
lineas de excitacion (Ex. de 488 nm) y emision (Em. 530 nm) y el canal V450 de
color violeta para el colorante Sytox con Ex. 444 nm y Em. 480 nm distinguiendo 4
poblaciones: las células viables (AnexinaV-/Sytox-), células apoptoticas tempranas
(Anexina V+), células apoptdticas tardias (Anexina V+/Sytox+) y células necréticas
(Sytox+). El porcentaje total de células apoptoticas se calcul6 en base a la poblacion
de células apoptoticas tempranas mas células apoptoticas tardias (% de células apop.
= células apop. temprana + células apop. tardias). Este ensayo se realiz6 por triplicado

en experimentos independientes.

Todos los experimentos realizados se muestran en la figura 23.

2.8. Analisis estadistico

Todos los analisis estadisticos se realizaron con GraphPad Prism v8.0.1 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA.). Las diferencias en los grupos se compararon
mediante la prueba ANOVA unidireccional seguido de la prueba de comparaciones
maultiples Tukey. Los titulos obtenidos en las cinéticas de replicacion de los virus
sobre las lineas celulares fueron analizados mediante ANOVA bidireccional con
pruebas de comparacion mdaltiple. Las diferencias se consideraron significativas en
*p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 y **** p < 0.0001.
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1. RESULTADOS

3.1. Titulos virales

Los titulos de los stocks virales; rLS1 y rLS1-XII-v2 obtenidos por ensayo de
hemaglutinacion (HA) fueron 512 y 256 unidades hemaglutinantes por ml (UHA/m),

respectivamente.
El titulo viral de rLS1 fue de 2.90E+08 unidades formadoras de placa por mi
(UFP/ml) y de rLS1-XII-v2 fue de 1.25E+07 UFP/mI cuantificado por ensayo en

placa en la linea celular DF-1 (Tabla 2).

Tabla 2. Titulos de los stocks virales: rLS1y rLS1-XI1I-v2.

Stocks virales UHA/mI @ UFP/mI®
rLS1 512 2.90E+08
rLS1-XI11-v2 256 1.25E+07

(&) Unidades hemaglutinantes por mililitro (UHA/mI) fueron evaluadas por ensayo de
hemaglutinacion.

(b) Unidades formadoras de placa por mililitro (UFP/mI) fueron cuantificadas mediante
ensayo en placa.

3.2. Caracteristicas de replicacion de los virus rLS1 y rLS1-XII-v2 sobre lineas celulares
tumorales

Los titulos de los sobrenadantes recolectados en células DU 145 infectadas con el
virus rLS1 fueron 7.50E+03, 9.67E+03, 1.13E+04, 1.42E+04, 8.33E+03, 6.67E+03,
y 4.33E+03 UFP/ml a las 12, 24, 36, 48, 60, 72, y 84 horas post-infeccion (hpi)
respectivamente. Mientras que, con el virus rLS1-XII-v2 se obtuvieron titulos de
5.67E+01, 7.00E+01, 1.00E+02, 1.80E+02, 1.73E+02, 1.57E+02, y 5.83E+01
UFP/ml alas 12, 24, 36, 48, 60, 72, y 84 hpi respectivamente. Ademas, el virus rLS1
mostro titulos significativamente mas altos que rLS1-XI1-v2 a las 12, 24, 36, 48, y
60 hpi (****p < 0.0001), a las 72 hpi (***p < 0.001) y a las 84 hpi (*p < 0.05) (Figura
1).

En las células 786-O infectadas con el virus rLS1, los titulos fueron 1.00E+04,
2.02E+04, 6.33E+04, 1.97E+05, 2.37E+04, 2.08E+04, y 1.58E+04 UFP/ml a las 12,
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24, 36, 48, 60, 72, y 84 hpi respectivamente. Con el virus rLS1-XII-v2 se obtuvieron
titulos de 8.33E+02, 1.02E+03, 1.15E+03, 1.55E+03, 7.33E+02, 6.17E+02, y
7.83E+01 UFP/ml. En esta linea celular, el virus rLS1 mostré titulos
significativamente mas altos que rLS1-XI11-v2 a las 36 hpi (*p < 0.05) y 48 hpi (****p
< 0.0001), y no hubo diferencia significativa (p > 0.05) entre los titulos de ambos
virus a las 12, 24, 60, 72, y 84 hpi (Figura 2).

En la linea celular DF-1 infectada con el virus rLS1, los titulos obtenidos fueron
6.13E+03, 1.19E+05, 2.13E+05, 9.07E+05, 2.07E+05, 1.90E+05, y 2.02E+05
UFP/ml. Mientras que, con el virus rLS1-XII-v2 fueron 3.50E+01, 7.67E+01,
2.32E+03, 2.50E+03, 1.22E+03, 8.83E+02, y 8.00E+02 UFP/ml a las 12, 24, 36, 48,
60, 72, y 84 hpi respectivamente. Ademas, solo hubo diferencia significativa entre
los titulos virales a las 48 hpi (****p < 0.0001) y no se encontrd diferencia
significativa (p > 0.05) entre los titulos de ambos virus en las demés horas evaluadas
(Figura 3).

El virus rLS1 mostrd titulos mas altos que rLS1-XI1-v2 sobre las tres lineas celulares
hasta las 84 hpi. Los virus rLS1-XII-v2 y rLS1 alcanzaron un titulo viral mas alto a
las 48 hpi en la linea celular DF-1 con aproximadamente 2.50E+03 UFP/ml y
9.07E+05 UFP/ml respectivamente (Figura 3). Los resultados muestran que tanto el
virus rLS1, como rLS1-XlI-v2 se replican satisfactoriamente sobre las lineas
celulares tumorales y células DF-1, pero la replicacion del virus rLS1-XII-v2 fue

lenta y alcanzo titulos més bajos que el virus rLS1.

Los virus no mostraron caracteristicas de crecimiento similares. El virus rLS1 mostro
una mayor propagacion en las lineas celulares tumorales en comparacion al virus
rLS1-XI1-v2, observado por microscopia en campo claro a las 12, 24, 36, 48, 60, 72,
y 84 hpi (Figura 4, 6, y 8). El virus rLS1-XII-v2 presentd una propagacion mas
restringida en comparacion al virus rLS1 (Figura 5, 7, y 9). No se observo un efecto
citopatico (ECP) claro o formacion de sincitios con lisis celular, mientras que rLS1
presentd ECP tipico del virus de la enfermedad de Newcastle en la linea celular DF-
1 (Figura 8).
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Figura 1. Cinética de replicacion de los virus rLS1 y rLS1-XII-v2 sobre la linea celular
tumoral DU 145.
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Figura 2. Cinética de replicacion de los virus rLS1 y rLS1-XII-v2 sobre la linea celular
tumoral 786-0O.
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Figura 3. Cinética de replicacion de los virus rLS1 y rLS1-XII-v2 sobre la linea celular DF-1.
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Figura 4. Observacion microscopica de la cinética de replicacion del virus rLS1 sobre la linea celular tumoral DU 145 (100X).
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Figura 5. Observacion microscopica de la cinética de replicacion del virus rLS1-XI1-v2 sobre la linea celular tumoral DU 145 (100X).



Figura 6. Observacion microscopica de la cinética de replicacion del virus rLS1 sobre la linea celular tumoral 786-O (100X).
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Figura 7. Observacion microscopica de la cinética de replicacion del virus rLS1-XI1-v2 sobre la linea celular tumoral 786-O (100X).
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Figura 8. Observacion microscopica de la cinética de replicacion del virus rLS1 sobre la linea celular DF-1 (100X).

25



Figura 9. Observacion microscopica de la cinética de replicacion del virus rLS1-XI1-v2 sobre la linea celular DF-1 (100X).
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rLS1 CONTROL

rLS1-XI1-v2

Las células tumorales DU 145 y 786-O infectadas con los virus rLS1 y rLS1-XII-v2
reaccionaron positivamente al anticuerpo especifico contra NDV, detectando su
expresion mediante un ensayo de inmunofluorescencia indirecta, lo que confirma la

replicacion de ambos virus en las células tumorales infectadas (Figura 10 y 11).

Horas post-infeccion (hpi)

24

Figura 10. Deteccidon de la expresion de las proteinas de NDV sobre la linea celular tumoral
DU 145 por inmunofluorescencia indirecta (100X).
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rLS1-XI1l1-v2

Horas post-infeccion (hpi)

24

Figura 11. Deteccion de la expresion de las proteinas de NDV sobre la linea celular tumoral
786-0 por inmunofluorescencia indirecta (100X).
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3.3. Selectividad de replicacion de los virus rLS1 y rLS1-XII-v2 entre células tumorales
y no tumorales

Se observé disminucion de viabilidad celular en las lineas tumorales DU 145y 786-
O infectadas con el virus rLS1 a partir de la MOI 1 mediante la ausencia completa de
la tincion en el fondo de los pocillos. En las células 786-O hubo una disminucién de
la viabilidad celular a partir de la MOI 0.1, donde se observo la ausencia parcial de
latincion violeta. En la linea celular MDCK no se observo ausencia de tincion violeta

en ninguno de los pocillos infectados con las diferentes MOls (Figura 12).

El virus rLS1-XII-v2, redujo la viabilidad de la linea tumoral 786-O a partir de la
MOI 0.1 mediante la ausencia completa de tincion violeta en el fondo de los pocillos
tratados. Por otro lado, se observé por microscopia un efecto citopatico ligero (ECP-
L) sobre la linea celular DU 145, sin embargo, no mostrd ausencia de tincion violeta
lo cual podria indicar que no hubo una reduccién completa de la viabilidad en lo
pocillos tratados. Por el contrario, en la linea celular no tumoral MDCK, se observo
una tincién violeta completa sobre los pocillos tratados a excepcion de las células
tratadas con la MOI 20 que mostré una disminucion parcial (Figura 13).

De esta manera, se confirmé que los virus rLS1 y rLS1-XII-v2 son seguros, debido a
que causaron efectos citotoxicos y disminucion de viabilidad limitado sobre la linea
celular no tumoral MDCK en comparacién con las células tumorales DU 145y 786-

O, demostrando asi, su replicacion selectiva.
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Figura 12. Selectividad replicativa del virus rLS1 sobre las lineas celulares DU 145, 786-O,
y MDCK.
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Figura 13. Selectividad replicativa del virus rLS1-XI1-v2 sobre las lineas celulares DU 145,

786-0, y MDCK.
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3.4. Efecto citotdxico de los virus rLS1 y rLS1-XI1-v2 sobre lineas celulares tumorales

El virus rLS1, redujo significativamente la viabilidad de las células DU 145y 786-O
de manera dependiente de la MOI. Los resultados mostraron (Figura 14) que la
viabilidad de las células DU 145 se redujo significativamente al 45.32% y 31.20%
con las MOls de 1y 10 respectivamente (****p < 0.0001), mientras que con la MOI
de 0.1 hubo una reduccion del 87.85%. La viabilidad de las células 786-0 se redujo
significantemente al 79.50% con una MOI 0.1 (***p < 0.001), mientras que con
MOlIs de 1y 10 la viabilidad celular se redujo al 17.66% y 13.96% respectivamente
(****p < 0.0001). En la linea celular MDCK no hubo una disminucion significativa
de la viabilidad celular con 92.71%, 89.62% y 87.72% a las 48hpi (p > 0.05). Los
valores son expresados como la media + desviacion estandar de tres experimentos

independientes.
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Figura 14. Citotoxicidad del virus rLS1 en células DU 145, 786-O y MDCK evaluada por
ensayo MTS.
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Por otro lado, los resultados mostraron que el virus rLS1-XII-v2 redujo
significativamente la viabilidad de las células DU 145 al 82.4% con la MOI de 10
(** p <0.01), mientras que, no hubo una disminucidn significativa con las MOls de
0.1y 1con 90.7% y 87.9% respectivamente (p > 0.05) (Figura 15). La viabilidad de
las células 786-0 se redujo al 62.3%, 38.2% y 22.2% con las MOlIs de 0.1, 1y 10
respectivamente (****p < 0.0001). En la linea celular MDCK no se observé una
disminucion significativa de la viabilidad celular con 98.8%, 98.6% y 91.4% (p >
0.05). Los valores son expresados como la media + desviacion estandar de tres

experimentos independientes.
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Figura 15. Citotoxicidad del virus rLS1-XII-v2 en células DU 145, 786-O y MDCK evaluada
por ensayo MTS.
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3.5. Apoptosis inducida por los virus rLS1y rLS1-XII-v2 sobre lineas celulares tumorales

Los resultados muestran (Figura 16) que el virus rLS1 indujo apoptosis en la linea
celular DU 145, el porcentaje promedio de células con apoptosis temprana positivas
al marcaje de Anexina V-PE (Anexina V-PE+) fue de 17.46%, mientras que el
porcentaje de células con apoptosis tardia (Anexina V-PE+/Sytox +) fue del 21.20%
con respecto al control (****p < 0.0001). No hubo diferencia significativa entre el
control y las células DU 145 infectadas con el virus rLS1-XI1I-v2, donde se detectd
que el porcentaje de células apoptdticas tempranas fue de 9.03%, y el porcentaje de
células apoptdticas tardias fue de 10.89% (p > 0.05). Por otro lado, los virus rLS1y
rLS1-XI1-v2 indujeron significativamente apoptosis en la linea tumoral 786-0. Con
el virus rLS1 se detect6 un porcentaje de células apoptdticas tempranas y tardias de
18.3%y 31.23% (****p < 0.0001), respectivamente con respecto al control, mientras
que con el virus rLS1-XIl-v2 se detectd un porcentaje de células con apoptosis
temprana de 10.23% y apoptosis tardia de 14.8% (*p < 0.05). Los valores son
expresados como la media + desviacion estandar de tres experimentos

independientes.
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Figura 16. Deteccion de apoptosis por doble marcaje ANEXINA V-PE/SYTOX en células
DU 145y 786-0 infectadas con los virus rLS1 y rLS1-XII-v2.
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En la Figura 17 y 18, se muestra las 4 poblaciones distinguidas por el haz de luz laser
del citometro de flujo: el cuadrante inferior izquierdo indica la poblacion de células
viables (ANEXINA V-/SYTOX-), el cuadrante inferior derecho indica la poblacion
de células apoptéticas tempranas (ANEXINA V+), el cuadrante superior derecho
indicaba la poblacion de células apoptoticas tardias (ANEXINA V+/SYTOX+),
finalmente, el cuadrante superior izquierdo indica la poblacion de células necréticas

(SYTOX+)
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Figura 17. Analisis de cuadrantes de citometria de flujo de ANEXINA V-PE/SYTOX
en la linea tumoral DU 145 infectada con los virus rLS1 y rLS1-XI1-v2.
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Figura 18. Andlisis de cuadrantes de citometria de flujo de ANEXINA V-
PE/SYTOX en la linea tumoral 786-0O infectada con los virus rLS1 y rLS1-XII-v2.
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V. DISCUSION

El virus de la enfermedad de Newcastle (NDV) se ha convertido en un prometedor agente
oncoterapéutico debido a su efectiva replicacion sobre células tumorales sin ocasionar dafios
en células normales y a su capacidad de activar una respuesta inmunitaria antitumoral. En el
afio 1965, se reportd por primera vez las caracteristicas antitumorales del NDV (58). Desde
entonces, hasta la actualidad, se vienen realizando diversas investigaciones sobre los

mecanismos antitumorales de NDV en diferentes lineas celulares.

En el presente estudio se evalud el potencial oncolitico in vitro de la cepa vacunal LaSota
(rLS1) y la cepa del NDV recombinante que contiene los genes F 'y HN correspondientes al
genotipo XII (rLS1-XII-v2), sobre células de carcinoma prostatico DU 145 y de céncer de
rifidn 786-0.

Los resultados obtenidos muestran que ambas cepas del NDV presentan actividad oncolitica
sobre las células tumorales DU 145 y 786-O. Mediante el ensayo MTS, se demostro que la
infeccion de las lineas tumorales con ambos virus causa efectos citotoxicos mediante la
disminucién de la viabilidad celular, dado que solo las células tumorales infectadas perdieron
la capacidad de convertir el tetrazolio del MTS a compuestos de formazan, obteniendo una
menor absorbancia y por lo tanto un menor porcentaje de viabilidad celular en comparacion
a las células no infectadas. Ademas, se comprob6 que la disminucion de la viabilidad es
dependiente de la multiplicidad de infeccién (MOI) utilizada. De este modo, las MOIs mas
altas (1 y 10) redujeron significativamente la viabilidad celular por debajo del 50% en las
células DU 145y por debajo del 20% en la linea celular 786-O, mientras que con la MOI mas
baja (0.1) no hubo reduccion significativa de la viabilidad en ninguna de las lineas celulares
tratadas con el virus rLS1. Por otro lado, la infeccion con el virus rLS1-XII-v2 redujo
significativamente la viabilidad de las células DU 145 a un 82% con la MOI de 10, mientras
que las tres MOIs utilizadas (0.1, 1, y 10) redujeron significativamente la viabilidad de la
linea celular 786-0O, con un 62%, 38%, y 22% respectivamente, demostrando que una mayor
concentracion viral intensifica la citotoxicidad. Ademés, al ser el MTS un ensayo
colorimétrico permitio observar la coloracion como indicador de la viabilidad ya que cuanto
mayor fue la concentracion de formazan, més intenso fue el color parpuray por consiguiente
hubo mayor viabilidad y absorbancia, a diferencia de las células tumorales infectadas con los
NDVs, en las cuales no hubo reduccion del tetrazol amarillo del MTS al formazan puarpura.

Estos resultados son consistentes con otras investigaciones que demuestran que la infeccion
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con NDV induce efectos citotoxicos en diferentes células tumorales, como en las lineas
celulares de cancer de tiroides anaplasico: THJ-16 T y THJ-29 T, en donde a causa de la
infeccion con la MOI de 10 de la cepa recombinante rFMW/GFP del NDV, hubo una
reduccidn significativa de la viabilidad celular por debajo del 50% en comparacion con las
células no infectadas utilizando el ensayo colorimétrico MTT (59). Del mismo modo, se
reportd que la cepa recombinante rAF-IL12, indujo significativamente efectos citotdxicos
sobre las lineas celulares de cancer de mama humano: MDA-MB231 y MCF-7, ademas de
no causar efectos citotoxicos en la linea celular normal de mama MCF-10A, demostrando su
replicacion selectiva y seguridad (60). Asimismo, se demostrd que la cepa LaSota indujo
efectos citotoxicos en la linea celular tumoral murina TC-1, perteneciente a células de cancer
de cuello uterino, en donde mediante el ensayo MTT se demostro la proliferacion celular se
redujo al 54% y 43% con MOls de 20 y 40, en comparacion a las células no infectadas usadas
como control (44).

El NDV puede replicarse hasta 10 000 veces méas en células tumorales debido a que tiene la
capacidad de lisar selectivamente células tumorales y no se replica ni elimina células no
tumorales (61) esto se debe a que las células neoplasicas presentan mutaciones que alteran la
via de sefializacion del interferdn de tipo I, generando mayor susceptibilidad a la replicacién
viral (19). En este estudio, la selectividad de replicacion también fue demostrada por el ensayo
MTS, ya que los NDVs no causaron una disminucion significativa de la viabilidad en la linea
celular no tumoral MDCK con ninguna de las MOls utilizadas. De igual manera, se demostré
gue ambos virus presentan una replicacion selectiva por medio de la capacidad de adherencia
gue mantienen las células viables en el fondo del pocillo y a la capacidad del cristal violeta
de penetrar células viables, en comparacién a las células que se encuentran en fase de muerte
celular a causa de la infeccion viral, dado que éstas pierden su capacidad de adherirse al fondo
del pocillo, por lo tanto, el cristal violeta no penetra en ellas y no se observa coloracion. De
este modo, se demostr6é que con todas las MOls utilizadas (0.01, 0.1, 1, 10, y 20) no hubo
inhibicion de la proliferacion celular sobre la linea celular MDCK en comparacion con las
lineas celulares tumorales DU 145y 786-0O, en donde se observo ausencia completa de tincion
en los pocillos infectados desde la MOI de 1 hasta la MOI de 20 con el virus rLS1,
confirmando de esta manera, su seguridad y su replicacion selectiva hacia células tumorales.
Los resultados de ambos ensayos permitieron demostrar un perfil de replicacion seguro dado
que la infeccion con ambos virus no causé una disminucidn significativa de la viabilidad en
las células MDCK confirmando que el NDV replica sin causar efectos citotoxicos sobre

células no tumorales.
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Diversas investigaciones han reportado que uno de los mecanismos que posee el NDV para
la destruccién de las células tumorales es induciendo apoptosis a través de la activacién de
vias extrinsecas e intrinsecas (62). En este estudio, se demuestra la capacidad del NDV de
inducir apoptosis sobre las células tumorales DU 145 y 786-O mediante el analisis de
translocacion de la fosfatidilserina, utilizando el marcaje con Anexina V-PE (apoptosis
temprana) y el doble marcaje de Anexina V-PE/SYTOX (apoptosis tardia) detectada por
citometria de flujo. En la linea celular DU 145 infectada con el virus rLS1 se determind que
el porcentaje total de apoptosis (temprana + tardia) fue mayor al 30%. Ademas, tanto rLS1
como rLS1-XI1-v2 indujeron significativamente apoptosis sobre la linea celular tumoral 786-
O con un 49% y 25% respectivamente. En todos los casos se detectd mayor porcentaje de
celulas con apoptosis tardia, confirmando asi que el NDV induce muerte celular por apoptosis
en lineas celulares tumorales. Los resultados obtenidos muestran similitud con estudios
anteriores, en donde se demostré que las cepas AF2240-i y rAF-IL12 del NDV inducen
apoptosis temprana y tardia de manera significativa en la linea celular de cancer de colon
humano HT29 con respecto a las células no infectadas usadas como control mediante el
ensayo de tincion con Anexina V/FITC (63). Del mismo modo, en un estudio similar, se
demostrd que la cepa LaSota del NDV induce significativamente apoptosis temprana y tardia
sobre la linea celular de cancer de mama MCF-7 en comparacion con el grupo control no
infectado, ademas de aumentar niveles de expresién de genes relacionados con la apoptosis
(BAX, capasa-3 y caspasa-9) demostrando que el efecto antitumoral de NDV a través de vias

apoptoticas (43).

Los resultados de los ensayos realizados demostraron que ambos virus presentaron capacidad
oncolitica sobre las lineas celulares DU 145y 786-0O, y que la linea celular 786-O presento
mayor susceptibilidad al ser infectada tanto con el virus rLS1 como con el virus rLS1-X11-v2
en comparacion a la linea celular DU 145. El cancer renal es un tipo de cancer muy
heterogéneo con diversas mutaciones (64) lo que pudo activar los diversos mecanismos de

NDV para generar una mayor susceptibilidad a la infeccion viral.

rLS1 presento resultados con mayor significancia en comparacion al virus rLS1-XI1-v2. Estos
resultados concuerdan con las caracteristicas de replicacién que mostraron ambos virus sobre
las lineas celulares tumorales y la linea celular DF-1, en donde el virus rLS1 present6 mayor
propagacion viral y tuvo mayores titulos virales en todas las horas evaluadas de la cinética de
replicacion, mientras que el virus rLS1-XI1I-v2 tuvo una propagacion viral restringida, ademas
no present6 un efecto citopatico (ECP) claro sobre las lineas celulares. Esto podria deberse al
cambio de los dominios ecto y transmembrana de las proteinas F y HN por los del virus de

NDV genotipo XII y al cambio del sitio de clivaje de la proteina F de polibasico a dibasico
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para reducir su patogenicidad en aves (49), ya que es el principal determinante de la
virulencia, lo que pudo haber reducido su efectividad oncolitica en algunas lineas celulares.
No obstante, rLS1-XII-v2 inhibi6 la proliferacion celular de manera significativa a un 63% y
causo la pérdida total de adherencia con una dosis viral mas baja que rLS1 en la linea celular
786-0. Estos resultados pueden indicar que existen lineas celulares que podrian presentar
mayor susceptibilidad al virus rLS1-XI1-v2 que ain no han sido evaluadas, demostrando que

la actividad oncolitica de NDV depende del grado de virulencia y el tipo de cancer.

Por diversas razones el NDV es considerado un virus oncolitico con mayor potencial para
futuros ensayos clinicos, ya que ademas de su replicacion selectiva sobre células tumorales y
no tumorales, es un virus patogénico especifico de las aves, de manera que los efectos
secundarios en humanos estan limitados a sintomas de gripe y aparicion de conjuntivitis
(65,66), también se ha demostrado que tiene la capacidad de inducir una respuesta
inmunogénica antitumoral y el hecho de que su replicacion se realice en el citoplasma
impedira la interaccion e integracion de su genoma viral en la célula huésped (67). Asimismo,
se ha identificado que el NDV es un vector eficaz para expresar y administrar genes foraneos
(24), por esta razén, se estan realizando cada vez mas investigaciones del uso de NDV
recombinante para transportar diferentes genes que ayuden a potenciar su actividad

oncoterapéutica (68,69)

Con los resultados obtenidos y los avances en viroterapia, creemos que la cepa rLS1 del NDV
podria convertirse en una alternativa terapéutica contra el cancer de préstata y cancer de rifién.
Ademas, se podrian realizar modificaciones mediante genética inversa, que mejoren su
actividad oncolitica, insertando genes foraneos para aumentar la induccion de apoptosis o la

modulacion de respuesta inmune.
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V. CONCLUSIONES

La replicacion de los virus rLS1 y rLS1-XII-v2, ocurre de manera diferencial
dependiendo de la linea celular y lo hacen eficientemente sobre las lineas celulares
DU 145y 786-0.

Los virus rLS1 y rLS1-XIlI-v2, generan efecto citotoxico sobre las lineas celulares
tumorales DU 145y 786-0 dependiente de la concentracion viral o MOl y no generan
efectos citotoxicos sobre la linea celular no tumoral MDCK.

El virus rLS1-XI1-v2, inhibe la proliferacion celular de manera significativa y causa
la pérdida total de adherencia en la linea celular 786-O, con una dosis viral mas baja

que el virus rLS1

El virus rLS1 induce apoptosis en las lineas celulares 786-O y DU 145, mientras que
el virus rLS1-XII-v2 solo lo hace en la linea celular tumoral 786-O.

La linea celular 786-O presenta mayor susceptibilidad al ser infectada con ambos
virus, rLS1y rLS1-XI1-v2, en comparacion a la linea celular DU 145.
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VI. RECOMENDACIONES

Evaluar el potencial oncolitico de las cepas rLS1 y rLS1-XII-v2 sobre otras lineas

celulares tumorales.

Realizar ensayos adicionales in vitro que evallen la activacion de vias apoptdticas de
los NDV sobre las lineas celulares DU 145 y 786-0, asi como la utilizacion de
cultivos en 3D que permitan imitar las caracteristicas biologicas de los tumores.

Realizar ensayos in vivo evaluando la capacidad oncolitica de rLS1 contra el cancer
de rifidn y de proéstata que puedan servir como primera aproximacion para definir

ventajas y limitaciones en modelos in vivo.

Mediante la genética inversa, desarrollar un virus recombinante en base a la cepa
LaSota que lleve genes foraneos en blsqueda de potenciar su actividad oncolitica con
la insercién de genes foraneos para aumentar la induccién de apoptosis o estimular la

respuesta inmune.

Caracterizar nuevas cepas del NDV que presenten eficacia oncolitica sobre células

tumorales de cancer de rifién y cancer de prdstata.
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VIIl. ANEXOS
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Figura 19. Fotografia de placas de cultivo celular después de la incubacion con el
reactivo MTS para la determinacion de citotoxicidad del virus rLS1 en células DU 145,
786-O y MDCK.
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Figura 20. Fotografia de placas de cultivo celular después de la incubacién con el
reactivo MTS para la determinacion de citotoxicidad del virus rLS1-XII-v2 en
células DU 145, 786-O y MDCK.
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Figura 21. Densidades Opticas de los experimentos realizados para la determinacion de
citotoxicidad del virus rLS1 en células DU 145, 786-O y MDCK por ensayo MTS.
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Figura 22. Densidades Opticas de los experimentos realizados para la determinacion de
citotoxicidad del virus rLS1-X11-v2 en células DU 145, 786-O y MDCK por ensayo MTS.
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Figura 23. Flujograma de ensayos realizados para la determinacion del potencial oncolitico de los virus rLS1 y rLS1-XI1I-v2 sobre las lineas celulares DU

145, 786-O y MDCK.
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