EsTubio DE LA GLICOPROTEINA
FUSOGENICA (F) DEL PARAMYXOVIRUS
SV5 cOMO NUEVA HERRAMIENTA
PARA ELIMINAR CELULAS TUMORALES

as glicoproteinas de los virus con

envuelta permiten la unién del virus

con la célula blanco y median la

entrada de éstos en el huésped res-
pectivo. Para algunos virus es necesario y suficiente
el producto de un solo gen, la proteina fusogénica
(F), para presentar un efecto de fusién de las mem-
branas cuando se expresa en células en cultivo; a
diferencia de ofros virus que requieren de al menos
dos glicoproteinas para que se presente fal efecto.'
El proceso de fusion requiere de condiciones de bajo
pH posterior a la entrada del virus en la célula blanco
para algunas familias viricas (Orthomyxoviridae,
Togaviridae y Rhabdoviridae), o la unién a recepto-
res especificos en condiciones de pH neutro para
otfras (Paramyxoviridae, Retroviridae, Coronaviridae).
La glicoproteina F del paramyxovirus SV5 media la
entrada del mismo en la célula huésped y provoca
la fusién de ésta con las células de su entorno. Este
proceso desencadena la aparicién de masas de
células fusionadas, denominadas sincitios. Esta
glicoproteina se sinfetiza como un precursor inacti-
vo (F), mismo que se activa por hidrélisis durante
su transporte en la red del aparato de Golgi en dos
subunidades (F, y F,) unidas por un puente disulfuro.’
El elemento clave para su funcién es una regién
hidrofébica denominada péptido de fusién, que para
la mayoria de los paramyxovirus se localiza en el
extremo N-terminal de la subunidad F .2 Se ha es-
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tablecido que los péptidos de fusién se intercalan
en la membrana celular desestabilizando la bicapa
lipidica, creando condiciones propicias e inducien-
do asf el proceso de fusién. Asi generan sincitios a
partir de una sola célula infectada, la cual termina
fusiondndose con las células de su entorno, para,
finalmente, conducir a la muerte celular a causa de
trastornos metabdlicos y lisis de la membrana
citoplasmdtica.”

Tanto por su mecanismo de accién como por su
efecto, las glicoproteinas fusogénicas se perfilan
como excelentes candidatas para su aplicacién en
terapia génica,'® especialmente en lo relacionado
a la destruccién de tejidos tumorales. A la fecha, se
han descrito algunas posibles aplicaciones de este
tipo de proteinas, principalmente en relacién a tra-
tamientos contra el cancer.'® Algunas de estas apli-
caciones incluyen la expresién de la proteina G del
rabdovirus de la estomatitis vesicular (VSV), una
combinacién de las proteinas F y H del virus del
sarampién, o la proteina fusogénica del virus de la
leucemia de gibones (GALV), las cuales, al demos-
trarse su potente efecto citotéxico, pueden ser ex-
plotadas para su aplicacién en terapia.

* Facultad de Ciencias Quimicas, UANL.
** Facltat de Farmacia, Universitat de Barcelona.
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El mecanismo molecular por el cual las protei-
nas fusogénicas inducen la formacién de sincitios
polinucleados no se ha establecido por completo, y
al mismo tiempo distintos autores reportan que la
muerte celular es de tipo no apoptético para las
pruebas hechas en algunas lineas celulares, mien-
tras que los ensayos en gliomas muestran claras
evidencias de muerte por apoptosis.'”'®

Otro aspecto que es importante sefalar respec-
to a las proteinas fusogénicas de membrana, y que
las hace ideales para su aplicaciéon en terapia géni-
ca, es que presentan un potente efecto bystander.
Este efecto se define como la capacidad de inducir
la muerte, o bien, el resultado de la expresién del
gen infroducido, no sélo en la célula transducida,
sino en las células de alrededor. Rasgo que incluso
abre la posibilidad de romper una de las principa-
les limitaciones per se de la terapia génica. Aunque
muchas de las expectativas que en sus inicios se
tenian de la terapia génica no se han materializado
aun,'??0 existe en la actualidad la necesidad de
descubrir nuevos genes cuyas aplicaciones resulten
benéficas en el disefio de nuevos tratamientos tera-
péuticos.

El virus SV5 pertenece a la familia Paramyxoviri-
dae, y su proteina F es parte indispensable en el
mecanismo de entrada del virus en la célula blan-
co, el cual se lleva a cabo a pH neutro; si bien su
mecanismo molecular no se ha descrito con exacti-
tud, es capaz de inducir el proceso de fusién aun en
ausencia de proteinas homotipicas de tipo
hemaglutinina.?’

En el presente estudio reportamos que la expre-
sién del gen que codifica para la glicoproteina
fusogénica de membrana del virus SV5, mediada
por un vector adenoviral no replicativo, induce la
fusién y la formacién de sincitios en células tumora-
les, ademds presenta un potente efecto bystander
comparable al del sistema convencional ganciclovir/
timidina quinasa (GCV/tk). Asimismo, se presentan
resultados de los estudios de ultraestructura de las
células que expresan la proteina F.

Materiales y métodos
Lineas celulares y medios de cultivo

Para evaluar el efecto citotéxico de la glicoproteina
F del paramyxovirus SV5 se utilizaron las siguientes
lineas celulares (ATCC) humanas, cultivadas como
se indica: células A-431 (carcinoma vulvar), BT-474
(adenocarcinoma de mama) y Hela (adenocarci-
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noma de cervix). Las células A-431 se mantuvieron
en medio DMEM/Ham’s F12 1:1 (v/v) adicionado
con 10% de suero bovino fetal (SBF). Las células
BT-474 se cultivaron en el mismo medio suplemen-
tado con 10% de SBF, 300 mg/| de L-glutamina y
10 mg/ml de insulina humana. Se hizo lo propio
con las células Hela,en medio MEM adicionado con

10% de SBF.

Construccién de vectores virales y transduccién
de células tumorales

Los cDNAs de la glicoproteina F del paramyxovirus
SV5, la timidina quinasa (tk) del virus de herpes simple
y la B-galactosidasa de E. coli (lacZ), fueron ligados a
una sefal de poliadenilacién del Simian virus 40 vy
clonados downstream al promotor de citomegalovirus
(CMV) en un plédsmido pACCCMVpLpA. Mediante
cotransfeccién del plasmido pJM17 con sales de
calcio en células 293 se generaron adenovirus re-
combinantes delecionados en la regién E1.22 Una
vez generadas las placas distintivas de adenovirus,
su presencia se confirmé mediante PCR y andlisis
de restricciéon enzimdtica. Se amplificé cada una de
éstas y se purificaron mediante ultracentrifugacién
en gradientes de cloruro de cesio. Para designar-
las, a cada una se aplicéd la técnica de titulacion en
placa con células 293. Los vectores generados se
designaron con el prefijo Ad (adenovirus) y las si-
glas correspondientes a cada cDNA.

Para llevar a cabo la transduccién de las lineas
tumorales, se dispusieron células en placa y 24 ho-
ras después se expusieron al adenovirus correspon-
diente durante cuatro horas en medio libre de SBF
a 37°C. Posteriormente, este medio se removié y se
remplazé con un medio adecuado para cultivo. La
multiplicidad de infeccién (m.o.i.), es decir, el no-
mero de particulas viricas por célula, se determiné
mediante infecciéon con AdlacZ y tincién con 5-
bromo-4-cloro-3-indoil-B-D-galactopiranésido (X-
gal).

Citotoxicidad

Las lineas celulares se dispusieron en placas de 24
pozos, 48 horas después se expusieron a los ade-
novirus AdF, Adtk o AdlacZ a 75 m.o.i., en prepa-
raciones por cuadruplicado. A las 24 horas
postransduccién, las células infectadas con Adtk se
incubaron en medio de cultivo con 5 ug/ml de GCV.
La viabilidad celular se determiné mediante el mé-
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todo de exclusién con azul de tripano a los cinco
dias postransduccién. La toxicidad mediada por F
se llevd a cabo monitorizando el time-course en
células A-431. Para este propdsito, las células se
infectaron con AdF o AdlacZ, como se describe an-
teriormente y se determiné la viabilidad celular por
el mismo método durante diez dias.

Efecto bystander

El efecto bystander se establecié mediante la viabi-
lidad celular de poblaciones de células constituidas
por diferentes porcentajes de células transducidas
o no con AdF (75 m.o.i.). El efecto citotéxico de las
células que expresaban F se comparé con el del
sistema Adtk/GCV (75 m.o.i./5 ug/ml). Se utilizé el
mismo modelo con AdlacZ para excluir citotoxici-
dad por la presencia del virus. Las células A-431
control se mezclaron con células transducidas en
proporcionesde 1:1, 10:1y 100:1, respectivamen-
te. Una vez hechas las mezclas, las células se dispu-
sieron en placas de 24 pozos a una densidad que
permitiera el contacto entre las mismas (3x10° cé-
lulas/pozo). Finalmente se determiné la viabilidad
celular a los cinco dias mediante el método de ex-
clusién con azul de tripano.

Andlisis de fusién celular mediante microscopia
de fluorescencia y confocal

Para detectar la expresion de la glicoproteina F
mediada por el adenovirus construido, se cultiva-
ron células sobre cubreobjetos en placas de 24
pozos y las monocapas cerca de la confluencia se
infectaron con AdF o AdlacZ (75 m.o.i.). La incuba-
cién se suspendié tres dias después para fijar las
células y practicar la inmunodeteccién correspon-
diente con un anticuerpo monoclonal (anti-F), se-
gun Goémez Trevifio et al.? Debido a que los nu-
cleos de las células fusionadas se aglomeran en el
interior del sincitio, para evidenciarlos se llevé a cabo
un comarcaje con ioduro de propidio (IP) y un trata-
miento posterior con RNasa (10 mg/ml) a 37°C
durante 15 minutos. Finalmente, las preparaciones
se montaron en solucién de Mowiol (Calbiochem).
Se captaron imdgenes de doble fluorescencia y con-
traste de fases con CCCD acoplado a un microsco-
pio Leica DMRB con obijetivo Plan Apochromatic
63X/NA1.3. La digitalizacién y andlisis de imége-
nes se hizo con el programa Metamorph (Universal
Imaging, PA, USA).
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Las muestras se analizaron también con un mi-
croscopio confocal Leica, con un objetivo HCX Plan
Apochromatic 63X/NA1.3. La excitacién para Cy2
se llevé a cabo a 488 nm con léser de Ar modulado
al 30%, con un filtro éptico ajustable Acousto
(AOTF). Para el IP se empled excitacion a 543 nm
con laser de He:Ne modulado al 50% con AOTF.
La deteccion del espectro se determiné a 500-535
nm para Cy2 y 560-650 nm para el IP.

Se analizaron las monocapas al completo para
cuantificar la formacién de sincitios. Se contabiliza-
ron células y nicleos para determinar el indice de
fusién, el cual se calculé como sigue: 1-(nimero de
células/numero de nicleos).? Todos los experimen-
tos se llevaron a cabo por triplicado.

Andlisis por microscopia electrénica
de transmisién e inmunomarcaje con oro
de crio-secciones ultrafinas

Para el andlisis por microscopia electrénica se pre-
pararon células A-431 infectadas a 75 m.o.i. con
AdF, AdlacZ, o bien, sin infectar, y se mantuvieron
en cultivo durante tres dias. A continuacién se fija-
ron con glutaraldehido al 2.5% en buffer PB 0.1 M
(pH 7.4) a 4°C durante dos horas, después fueron
sometidas a posfijacién durante una noche con
tetraéxido de osmio al 0.1% y ferricianuro de pota-
sio al 0.8% en el mismo buffer. Posteriormente, las
muestras se enfrentaron a gradientes de acetona
para, finalmente, proceder a su montaje en resina
Spurr. Se obtuvieron secciones ultrafinas con un
ultramicrotomo Ultracut E (Reichert-Jung), mismas
que se tifieron con acetato de uranilo y citrato de
plomo. Para su andlisis se utiliz& un microscopio
electrénico de transmision (H-800, Hitachi) opera-
do a 100 KV.

Para llevar a cabo el marcaje de las
criosecciones, las monocapas se fijaron con una
mezcla de paraformaldehido 2% vy glutaraldehido
0.1% en PB a 4°C. Posteriormente, se lavaron con
PB-Glicina 50 mM y embebidas en gelatina, inyec-
tadas con sacarosa 2.3 M y congeladas en propa-
no liquido. Para su conservacién se mantuvieron en
nitrégeno liquido. Las secciones para andlisis se
obtuvieron con un ultracriomicrotomo (Leica EM
FCS, Viena, Austria) operando a —120°C. Las mues-
tras obtenidas se recogieron en metil-celulosa al 2%
y sacarosa 2.3 M.%% El inmunomarcaje con oro se
practicé de acuerdo a Raposo et al.?¢ Se utilizé un
anticuerpo monoclonal (anti-F) como anticuerpo
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primario (1:100) y uno antimouse (1:200, Dako) en
bridging a proteina A acoplada a particulas de oro
de 10 nm. Este material de andlisis se contrasté en
soporte de metil-celulosa con acetato de uranilo, y
se observé en un microscopio electrénico Hitachi

600AB.
Resultados
Produccién de vectores adenovirales

El método utilizado para la produccién de los vec-
tores fue compatible con la capacidad de la protei-
na F de SV5 para inducir la formacién de sincitios.
Las primeras placas virales aparecieron entre los
cuatro y cinco dias posteriores a la transfecciéon. De
manera previa al proceso de recombinacién, los
cultivos se monitorizaron a diario, y no se observé
efecto téxico alguno inducido por la expresion de la
proteina F. Las placas virales se identificaron por el
efecto caracteristico de un adenovirus en un cultivo
de células 293. El efecto citopdtico no sufrié blo-
queo alguno, y finalmente se extendié por toda la
monocapa de cultivo. Una vez comprobada la pre-
sencia del gen F en el vector generado, se amplifi-
cé este mismo en la linea celular 293, alcanzando

titulos de 3.9 x 107 pfu/ml.
Expresiéon de la proteina F en células tumorales
Se demostré gran eficiencia en la infeccién de célu-

las tumorales utilizando el vector adenoviral AdF. Al
emplear el virus AdlacZ como indicador, se revel6

Al

e

Padle céhulas mbcctulas

Fig. 1. Representacién grdfica de la infectividad alcanzada
con AdlacZ en cuatro horas de exposiciéon de las lineas
celulares tumorales a 10, 25, 50 y 75 m.o.i. Células Hela

(CJ), A-431(E), BT-474 ().

222

que un 90% de las células eran transducidas al apli-
car 75 m.o.i., no mostrando efecto téxico alguno la
sola presencia del vector.

El andlisis de inmunofluorescencia revelé que
las células tumorales expresaban y transportaban F
en la membrana celular, la que fue posible detectar
a partir de las ocho horas posinfeccion (figura 2C).
Se observaron extensas dreas de células fluorescen-
tes a las 48 horas, mismas que progresaron a lo
largo de la incubacién para dar lugar a una sola
célula fusionada (figura 2D). Esto se confirmé me-
diante tincién simultdnea con IP. No se detecté se-
fal de fluorescencia de fondo en los cultivos control
ni en los tratados con AdlacZ (figuras 2A y 2B).

Formacidn de sincitios en células A-431

Para estudiar la formacién de sincitios se realizé un
doble marcaje, inmunofluorescencia indirecta e IP,
en células A-431 a los tres dias posinfeccién. Las
figuras 3Ae y 3Af muestran las células por contraste
de fases e IP, infectadas con AdF (75 m.o.i.). La
expresion de la proteina F provocé la aparicion de
abundantes sincitios y un marcado efecto de fusién
en esta linea celular. Las dreas con abundante aglo-
meracion de nicleos respondié de manera positiva
al marcaje con Anti-F Mab (figuras 3Ag y 3Ah). La

exploracién microscépica de la monocapa reveld

Fig. 2. Inmunofluorescencia de células A-431 transducidas
con AdF y AdlacZ a 75 m.o.i. Las células se fijaron con PFA
3% y se marcaron con anticuerpo monoclonal anti-F y anti-
cuerpo secundario acoplado a Cy 2. Las imdgenes fueron
captadas con microscopio DMRB-Metamorph. A) Células
control, B) células transducidas con AdlacZ, C y D) células
transducidas con AdF a las ocho y 48 horas posinfeccién,
respectivamente. Barra en D, 20 pum.
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la presencia de abundantes zonas teridas con cin-
co o mds nUcleos en el centro, incrementando con
ello el indice de fusién que llegé a un mdximo de
0.43 al tercer dia de la infeccion (figura 3C).

Por el contrario, no se observaron sincitios y los
nicleos presentaron siempre una distribucién uni-
forme en las células infectadas con AdlacZ, que res-
pondieron negativamente al enfrentarlas con el an-
ticuerpo especifico (figuras 3Aa-3Ad). Se obtuvie-
ron los mismos resultados con las células control
(no se muestran datos). Para confirmar la fusién de
membranas mediadas por F, se analizaron células
con el doble marcaje mediante microscopia
confocal. La figura 3B ilustra una seleccién de sec-
ciones 6pticas en planos xy y xz de un sincitio indu-
cido en células A-431 mediante transduccién con
AdF. Se pudieron observar numerosas dreas con
policariocitosis rodeadas por una membrana de in-
tensa fluorescencia, correspondiendo a lo que se
designa como sincitio, formado por células fusio-
nadas.

No se observaron indicios de membranas entre
los nicleos al observar estas zonas fusionadas me-
diante contraste de fases, a diferencia de lo eviden-
te que resulta la divisién entre células confluentes
no fusionadas. Las células control y las tratadas con
AdlacZ tampoco mostraron respuesta al marcaje
especifico ni presentaron policariocitosis al ser ana-
lizadas con el microscopio confocal.

Citotoxicidad de la proteina F de SV5
y comparacién con el sistema GCV/tk

La citotoxicidad de la proteina F se establecié me-
diante la viabilidad celular en cultivos de células A-
431 tratados con AdF a 75 m.o.i. Los recuentos de
viabilidad se llevaron a cabo durante diez dias, y
los resultados se compararon con los obtenidos con
células control y células tratadas a la misma multi-
plicidad de infeccién con AdlacZ (figura 4A). La ex-
presién de F provocé la aparicién de sincitios du-
rante las primeras 48 horas, llegando a su méximo
a los tres dias posinfeccion. Con ello, los sincitios
progresivamente se desprendieron de la placa de
cultivo. Ademds, se observaron células redondea-
das no asociadas a sincitios que gradualmente per-
dieron viabilidad.

Finalmente, la muerte del total de las células del
cultivo se comprobé a los diez dias posinfeccién.
Para establecer la potencia de la citotoxicidad de F
en célulos tumorales, se comparé el efecto de su
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Fig. 3. Andlisis del efecto de fusién mediante microscopia
de fluorescencia y confocal. A) Imé&genes de contraste de
fases (PC), tincién con ioduro de propidio (Pl), inmunofluo-
rescencia indirecta con anticuerpo especifico (F Mab) y l4-
mina de superposicién, tomadas a los tres dias posinfeccién
a 75 m.o.i., de células A-431 tratadas con AdlacZ (a-d) o
AdF (e-h). Barra en A, 20 um. B) Microscopia confocal de
células A-431 transducidas con AdF (75 m.o.i.) a tres dias
posinfeccién. Se muestran una seleccién de tres secciones
opticas xy (z =1 um) o xz (y = 4 mm) de células con doble
marcaje F Mab/Pl. Barra en B, 10 um. C) Representacién
gréfica del indice de fusién para células A-431 transducidas
conAdF (m)o (@)

expresion con el tratamiento basado en el sistema
GCV/tk (figuras 4B-4D). De manera previa se de-
terminé el efecto de la expresion de tk mediada por
adenovirus en las lineas celulares elegidas, selec-
cionando una concentracién de 5 ug/ml de GCVy
75 m.o.i., como valores éptimos para la compara-
cion de ambos métodos.

No se presenté efecto téxico en ninguno de los
cultivos tratados con AdlacZ. En contraste, la expre-
sién de la proteina F de SV5 presenté un efecto téxico
remarcable en las tres lineas celulares ensayadas,
mostrando una disminucién de 90% en la viabili-
dad para las células A-431, 80% para las células
BT-474 y 75% para las células Hela. El tratamiento
con GCV/tk para las mismas lineas celulares tuvo
un efecto de disminucién en la viabilidad de 95, 90
y 80%, respectivamente.
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Fig. 4. Efecto citotoxico inducido por la expresién de la
glicoproteina F de SV5. A) Time-course con células A-431
control, transducidas a 75 m.o.i., con AdF o AdlacZ. B, Cy
D) Citotoxicidad sobre células A-431, Hela y BT-474, res-
pectivamente; y comparacién con el sistema GCV/tk a los
cinco dias post-infeccién.

Microscopia electrénica de células

Para analizar los cambios en la ultraestructura de
células que expresaban la proteina F, se observa-
ron mds de una docena de secciones ultrafinas de
células A-431 tratadas con 75 m.o.i. de AdF. Los
cambios observados se contrastaron con las imd-
genes de células tratadas con AdlacZ y células con-
trol. Se realizaron tres experimentos de cada prepa-
racién, y las muestras se trataron de manera idénti-
ca y simultdneamente para evitar artefactos. Las
imdgenes obtenidas revelan policariocitosis, confir-
mando lo observado previamente en el andlisis por
microscopia confocal. Es importante sefialar que las
células tratadas con AdF muestran una clara per-
turbacién de la membrana citoplasmética en forma
de continuas interrupciones en la integridad de la
misma (figuras 5A y 5B). Lo anterior no se observé
en las preparaciones utilizadas como controles, en
las cuales la membrana aparece intacta (figuras 5C
y 5D).

Las inmunodetecciones acopladas a particulas
de oro en criosecciones se utilizaron para localizar
la glicoproteina F en las células transducidas, del
mismo modo se observé que solamente la mem-
brana citoplasmética se presenta “decorada” con
particulas de oro, especialmente en dreas de evi-
dente discontinuidad (figura 5E). Las células utiliza-
das como controles no presentaron marcaje algu-
no (figura 5F), ademds de mostrar una completa
integridad de la membrana citoplasmdtica.

Estos cambios guardan relacién con la permeabi-
lidad de la célula a causa de la presencia de F en
su membrana. Lo anterior se comprobd con medi-
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ciones del enzima LDH, cuyas concentraciones eran
claramente superiores en el medio de cultivo de las
células tratadas con AdF (no se muestran datos).
Aunque es evidente el gran efecto de dafio sobre la
membrana celular, no se observaron grandes cam-
bios en los nicleos, los cuales sélo mostraron una

Fig. 5. Caracterizacién ultraestructural de células A-431
mediante microscopia electrénica. Las imégenes muestran
los resultados de la observacién de preparaciones ultrafinas
de células tratadas con AdF a 75 m.o.i. (A y B), células
control (C), y células tratadas con AdlacZ a 75 m.o.i. (D).
Se puede apreciar una clara perturbacién de la membrana
citoplasmdtica que consiste en continuas interrupciones en
la secuencia de la misma (flechas en Ay B), para las células
que expresan la proteina F. En contraste, las células no
infectadas o tratadas con el virus control AdlacZ mantienen
la integridad de la membrana. En el andlisis de crio-prepa-
raciones con inmunomarcaije de particulas de oro de célu-
las A-431 que expresan F (E), y células tratadas con AdlacZ
(F), se puede observar que las particulas de oro se detectan
sélo en las células que expresan la glicoproteina fusogénica
F. Lo anterior puede apreciarse con detalle en el recuadro
amplificado en (E), contrastando con la total ausencia de
marcaje en las células tratadas con el virus control AdlacZ.
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ligera distorsién o deformacién. Tampoco se detec-
taron células con sefales de apoptosis.

Andlisis del efecto bystander

La expresién de la proteina fusogénica F de SV5
mostré un marcado efecto bystander sobre células
tumorales. Para ello se mezclaron en distintas pro-
porciones células A-431 transducidas y no transdu-
cidas con AdF. Se dispusieron para su cultivo en
una concentracién tal que permitiera el contacto
entre éstas. Entre 70-90% de las células murieron a
razén de células F/células control de 1:1, 1:10 y
1:100, durante cinco dias de contacto (figura 5A).
El efecto bystander inducido por la proteina F fue
similar al del sistema GCV/tk para la misma linea
celular (figura 5B). Estos datos indican que la
transduccién del gen F mediada por un adenovirus
no replicativo sobre una fraccién de células es ca-
paz de inducir la muerte en células no transducidas
del entorno.

Discusion

En la actualidad existe gran interés por la bdsqueda
de nuevas drogas y terapias para el desarrollo de
tratamientos efectivos contra el cancer. Con este
propdsito se ha desarrollado en afios recientes la
aplicacién de proteinas fusogénicas clonadas en
vectores adecuados, todo ello con base en el efec-
to observado de estas mismas proteinas en los virus
salvajes. Aun cuando su mecanismo molecular de
accién no se haya descrito con exactitud, la aplica-

!
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1k capressing calls

Fig. 6. Efecto bystander in vitro entre células A-431
transducidas y no transducidas con AdF (A), y comparacién
con el sistema convencional de terapia por activaciéon de
pro-droga GCV/tk. Para la evaluacién en cada prepara-
cién se mezclaron células transducidas y no transducidas
en las proporciones que se indican. El medio de cultivo de
las células tratadas con Adtk se adicioné con GCV (5 ug/
ml). La viabilidad celular se determiné a los cinco dias pos-
teriores a la preparaciéon de las mezclas.
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cién de proteinas fusogénicas o sus péptidos de fu-
sién encuentran dia con dia nuevas posibilidades
de aplicacién.?’-?8

El presente estudio intfroduce por vez primera la
aplicacién de la glicoproteina fusogénica F del vi-
rus SV5 como agente citotdxico para eliminar célu-
las tumorales. Para la expresién de dicha proteina
se generé un vector adenoviral recombinante no
replicativo, el cual no presenté ningin efecto ad-
verso en el proceso de recombinacién debido a la
capacidad fusogénica de la glicoproteina,
obteniéndose ademds altos titulos en su amplifica-
cion. Lo anterior concuerda con lo reportado por Li
y cols.,?? quienes demostraron que la expresion de
la glicoproteina fusogénica del HIV-1 es compati-
ble con la replicaciéon del adenovirus, ademads de
incrementar la liberacién de viriones generados en
sincitios, si se le compara con los producidos en
células normales. Se demostréd que la expresion de
la glicoproteina F de SV5 en la membrana celular
es altamente citotéxica. Los cambios en las células,
en cuanto a morfologia y distribucién, fueron evi-
dentes a las 48 horas postransduccién, y fue noto-
ria la formacién de sincitios que gradualmente per-
dieron viabilidad para, finalmente, desprenderse de
la superficie de cultivo. La eficacia en la induccién
de la muerte celular fue del mismo orden que la
presentada por el sistema convencional GCV/tk, con
la ventaja de no ser necesaria la adicién de
prodrogas. Aunque existen factores externos como
el tipo de célula,® actividad de proteasas,” y los
receptores especificos en membrana,®' los cuales
tienen un papel clave en la capacidad de fusién de
las proteinas viricas F; la citotoxicidad observada
fue similar en todas las lineas tumorales ensayadas.
El efecto citotéxico se presenté siempre en mayor
proporciéon a mediada que la densidad celular se
incrementaba. Lo sefialado anteriormente resulta
comprensible si se piensa que es necesario el con-
tacto entre células para que estas puedan fusionar-
se. La membrana de las células transducidas pre-
senté marcadas inferrupciones en su continuidad,
progresando este efecto hasta una completa des-
composicién de la membrana citoplasmética. Se
detecté ademds un incremento en la permeabilidad
celular mediante mediciones de la pérdida del enzi-
ma LDH. Todo lo anterior coincide con el patrén
general de comportamiento de las proteinas
fusogénicas viricas y su capacidad para acumular-
se en la membrana formando agregados que pro-
mueven la formacién de poros y la fusién. La sola
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presencia de estos péptidos perturba la organiza-
cién de la bicapa lipidica provocando pérdidas del
contenido celular.®% Cuando la integridad de la
membrana celular se ve comprometida se desenca-
denan numerosos cambios bioquimicos en las cé-
lulas que expresan F, lo que hace dificil el atribuir la
muerte celular a un solo evento en particular. En
nuestros experimentos, ya sean los estudios de mi-
croscopia electrénica, o bien, los resultados del
andlisis del ciclo celular; no se registré evidencia
alguna de eventos apoptéticos en células tratadas
con AdF, lo cual concuerda con lo revelado por
Bateman y cols.'® Estos autores han experimentado
con la expresién de ofras proteinas fusogénicas, tal
como la proteina del virus GALV, para la cual re-
portan un mecanismo de muerte celular no
apoptético en distintas lineas celulares de origen
neopldsico. Un evento de interés en sefalar es el
hecho que la misma proteina expresada en lineas
celulares de glioma en cultivo provoca la muerte
del sincitio, formado mediante un mecanismo pre-
dominantemente apoptético.'® Ademds, la
sobrexpresién de la proteina F de SV5 provocd un
aumento del nimero de células en la fase G, al
hacer estudios del ciclo celular (no se muestran da-
tos). Esta observacién es congruente con el arresto
en G, reportado para la glicoproteina de la envuel-
ta del HIV, la cual induce la fusién del virus con la
membrana celular.®® Ambos eventos, necrosis y
apoptosis, se han propuesto para explicar la muer-
te celular provocada por la expresién de las protei-
nas fusogénicas viricas, y aunque un factor impor-
tante a considerar es el tipo de linea celular, todo
nos lleva a pensar que son necesarios més estudios
enfocados a definirlos de manera detallada.
Ademds del efecto citotéxico, fue posible obser-
var un efecto bystander in vitro sin decremento en la
eficacia del mismo hasta en razén de células F/cé-
lulas control no menor de 1:10. El hecho de no haber
utilizado un adenovirus replicativo prueba que el
efecto no es debido a la diseminacién del vector,
sino al efecto fusogénico de la proteina F. La muer-
te de células de los alrededores no transducidas
puede deberse a la incorporacién de éstas en un
sincitio inducido por una célula que expresa F, y a
la accién de enzimas liticos liberados cuando la
membrana celular y los orgdnulos en el citoplasma
se trastocan por efecto de la expresién de la
glicoproteina F. Posiblemente, en opinién de algu-
nos, el término efecto bystander no pueda ser del
todo aplicable en este caso, pues generalmente se
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utiliza en terapias del tipo suicida, donde se depen-
de de la difusién de metabolitos téxicos hacia célu-
las no transducidas con el gen de interés. Pero en el
caso particular de las proteinas fusogénicas, se con-
sidera la formacién de poros y el efecto de fusion
como un efecto intrinseco, tal como se demuestra
en los resultados de nuestros experimentos donde
se requiere tfransducir sélo el 10% de las células
para provocar la muerte de casi el total de la po-
blacién celular.

Si bien no se exploran en este estudio, la protef-
na fusogénica de SV5 posee otros rasgos que in-
crementan su potencial como candidata para su
aplicacién en terapia génica. Uno de estos rasgos
es que funciona como determinante antigénico,”
de manera que su aplicacién en el tratamiento de
tumores podria tener un efecto altamente
inmunoestimulatorio. Bateman y cols.,'® demostra-
ron que la transduccién de glicoproteinas fusogéni-
cas estd asociada al incremento en la aparicién de
signos de inmunoestimulacién, y que la propia pro-
teina se comporta como un potente inmundgeno.
Con ello es posible que se presente ademds un cierto
grado de especificidad por parte de algunas lineas
tumorales en cuanto a la activacién de la forma
precursora (F ). Este precursor se activa en la red
trans del complejo de Golgi mediante proteasas,
principalmente de tipo furina, para dar paso a la
forma activa que consiste en las subunidades F| y
F, unidas por un puente disulfuro. Las furinas se
expresan a muy bajos niveles en tejidos humanos
normales, a diferencia de los tejidos tumorales en
los que se han detectado grandes cantidades de
mRNAs de furina,*®4° lo cual podria contribuir a una
mayor activacién de las proteinas fusogénicas en
los tumores ricos en este tipo de proteasas. Asimis-
mo, la activacién selectiva en tumores podria
lograrse mediante modificaciones en la secuencia
del sitio de corte, haciéndole susceptible ademds al
ataque de ofras proteasas, de manera que la activi-
dad fusogénica sea dirigida a tipos especificos de
células en ambientes tumorales en los que se en-
cuentren las proteasas requeridas.*'#?

Todavia quedan muchas cuestiones por resolver
antes de que sea factible la aplicacién de la protei-
na fusogénica F del virus SV5 en la eliminacién de
célula tumorales en humanos. AUn asi, su demos-
trado efecto citotdxico y su potente efecto bystander
sirven de base firme para dirigir estudios encamina-
dos a modificar su selectividad, combinar sus efec-
tos con la quimioterapia convencional, o bien, em-
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plearle de manera conjunta con terapias suicidas
de activacién de prodrogas para incrementar la di-
fusién de metabolitos toxicos.

Resumen

La glicoproteina fosogénica (F) del paramyxovirus
SV5 media la entrada del mismo en la célula hués-
ped y provoca la fusién de ésta con las células de
alrededor. Este proceso desencadena la aparicién
de masas de células fusionadas, denominadas
sincitios, que conducen finalmente a la muerte ce-
lular a causa de trastornos metabdlicos vy lisis de la
membrana citoplasmdtica.

Se construyeron vectores adenovirales no replicativos
para expresar la glicoproteina F de SV5 en distintas
lineas celulares de origen tumoral en cultivo. Los
resultados de los ensayos muestran una alta cito-
toxicidad por parte de la glicoproteina F, compara-
ble a la del sistema de terapia suicida GCV/tk. La
induccién a la formacién de sincitios se observa a
las 48 horas posinfeccién, los cuales pierden viabi-
lidad progresivamente. Se demostré también que la
expresién de esta glicoproteina posee un potente
efecto bystander hasta en razén de 1:100 sobre
células no transducidas. Los estudios de microsco-
pia confocal y electrénica muestran cambios
morfolégicos en las células transducidas que inclu-
yen: vacuolizacién de mitocondrias, rarefaccién del
citoplasma, ademds de importantes dafios en la
membrana citoplasmética, mientras se preserva la
estructura nuclear.

Estos resultados indican que la sobrexpresién de la
glicoproteina F del paramyxovirus SV5 induce la
muerte celular por alteracién de la estructura de la
membrana celulary la formacién de sincitios no via-
bles, lo cual puede utilizarse en la eliminacién de
células tumorales.

Palabras clave: Proteina fusogénica, SV5, Para-
myxovirus, Citotoxicidad, Sincitio, Efecto bystander,
Células tumorales, Membrana celular.

Abstract

The fusogenic (F) membrane glycoprotein of the
paramyxovirus SV5 allows this virus to enter host cells
and mediates fusion between neighboring cells,
leading to cell death. F glycoprotein is synthesized
as an inactive precursor (F ) that is cleaved by cellular
protease furine to form the active heterodimer F -F,.
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The active protein can induce syncytium formation
in absence of another integral glycoprotein (HN), a
property that appears to be unique among
paramyxoviruses. We constructed a non-replicative
adenovirus to express the SV5 F protein in tumor
cells. lts fusion capacity was analyzed by fluorescent
and confocal microscopy. The cell viability and
bystander effect were compared with the thymidine
kinase/ganciclovir suicide gene therapy. The
structure of F-expressing cells was studied using
electron microscopy. F glycoprotein expression
induced syncytium formation in @ maximum time of
48 hours, after which syncytia progressively lost
viability and detached. The cell membrane was
disrupted while the nuclear structure was preserved.
Over-expression of the SV5 F protein in tumor cells
led to high cytotoxicity comparable with that
associated with the thymidine kinase/ganciclovir. A
potent bystander killing effect was detected with a
ratio of F-transduced to non-transduced cells of up
to 1:100. These results indicate that the fusogenic
glycoprotein of the paramyxovirus SV5 could be used
to eliminate tumor cells and may encourage studies
aimed at modifying its selectivity and combining its
expression with other cytotoxic strategies to improve
their efficiency.

Keywords: Fusogenic Glycoprotein, SV5,
Paramyxovirus, Cytotoxicity, Tumor cell, Syncytia, Cell
membrane, Bystander effect.
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