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Abstract. Antitumor conventional trearments including
chemo/radiotherapy result in several side effects and
non-specificity. Therapies including the use of oncolytic
viruses, particularly the Newcastle disease virus (NDV), have
emerged as an attractive alternative due to their capacity to
kill eancer cells directly or through stimulation of the immune
system. In the present study, a commercial vaccine composed
of a recombinant attenuated NDV strain P03 (tNDV-P05)
was assessed for antitumor and immunostimulatory activity.
Firstly, hemagglutination activity was evaluated at different
pH and temperature conditions. Then. cancer cell lines and
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were co-cultured
with or without tNDV-P03 and eytoplasmic nucleosomes were
measured by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
as an apoptosis indicator. Antitumor cytokines produced by
PBMC in response to the virus were analyzed by ELISA and
reverse transcription quantitative polymerase chain reaction.
Characterization of tNDV-P05 indicates that the virus is
slightly sensible to acid and basic pH. and stable at tempera-
tures no greater than 42°C. The majority of cell lines developed
apoptosis in co-culture with tNDV-P05 in a dose-time depen-
dent manner. The highest level of HeLa, HCC1954 and HepG2
cell apoprosis was at 48 h/50 hemagglutination units (HU),
and HL-60 was 24 h/50 HU. A549 cell line and PBMC did not
show sensitivity to apoptosis by the virus. PBMC from healthy
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donors stimulated with the tNDV-P03 increased significantly
the levels of interferon (IFN)-a, IFN-v, tumor necrosis factor
(TNF)-w and soluble TNF-related apoptosis-inducing ligand in
culture supernatants, as well as their mRNA expression. These
results demonstrate that the pro-apoptotic effect of tNDV-P0S
and its magnitude is specific to particular tumor cell lines and
is not induced on PBMC; and the virus stimulates the expres-
sion of several key antitumor eytokines. This study promotes
the use of tNDV-PO5 in an alternate application of different
viral strains during virotherapy with NDV.

Introduction

According to the World Health Organization cancer is a broad
term for a large group of diseases that can atfect any part of
the body. It is caused by transformation of normal to malignant
cells that behave unusual and grow beyond their usnal bound-
aries. [t is the second leading cause of death globally. and was
responsible for 8.8 million deaths in 2015 (1). Conventional
chemo and radiotherapy have many adverse effects and fail
to cure many types of cancer in humans, thus alternative
therapies to treat cancer patients have become more popular
sinee late last century (2). Among these therapies the use of
oncolytic viruses, which have tropism to malignant cells but
not to normal cells, has been gaining field during the last
decades (3) and even a FDA-approved virotherapy is already
available since 2015 (IMLYGIC™; Amgen, Inc., Thousand
Oaks, CA. USA). Oncolysis induced by these viruses is mostly
an immunogenic type of cancer cell death that includes immu-
nogenic apoptosis, necrosis and autophagic cell death (4). As
consequence, oncolytic virus induces a potent post-oneolytie
antitumor activity that is considered crucial for its efficient
therapeutic activity (5).

The Newcastle disease virus (NDV) 1s one of the various
species of viruses that are under elinical evaluartion as vector for
oncolytic tumor, gene and immune stimulation therapies (3).
It 1s member of the Avulavirus genus in the Paramyxoviridae
family (6) and possesses a 15,186 nucleotide negative single
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RESUMEN.

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, el cancer es la principal
causa de muerte alrededor del mundo, con 8.8 millones de muertes (13% de todas las
muertes de 2014). El cancer es el resultado ya sea por el decrecimiento en la muerte
celular o por un incremento en la replicacién celular. La limitada eficacia de los
guimioterapéuticos, que pueden también tener efectos secundarios indeseables hace
su uso virtualmente inaccesible en paises subdesarrollados.

Los virus oncoliticos, tienen la habilidad de matar células cancerigenas sin
dafar las células normales y han sido usados en el tratamiento contra el cancer desde
inicios de los 50’s. Estos virus tienen una fuerte actividad antitumoral e
inmunoestimuladora tales como el virus de la enfermedad de Newcastle (NDV). El
mecanismo oncolitico del NDV esta mediado en parte por las proteinas de la
membrana, la hemaglutinina-neuraminidasa (HN) y la de fusion (F). Es por ello que
nos enfocamos en evaluar dos puntos importantes: primero si la glicoproteina HN del
NDV, puede ser expresada y purificada de un sistema de produccién de proteinas
basado en plantas de Nicotiana benthamiana; segundo, determinar si una version
recombinante del virus, generado a partir de una cepa mexicana (rNDV-PQ5), posee
capacidad antitumoral e inmunoestimuladora, tanto in vitro como in vivo.

La proteina HN expresada en hojas cosechadas de N. benthamiana posee
actividad biolégica, pero muy bajo rendimiento de purificacion. Mientras que la
precipitacion con metanol/cloroformo, es mayor pero pierde su actividad biolégica. La
filtracion reduce la concentracién de la proteina HN en la muestra al localizarse en
fracciones microsomales y debris celular. Se logré expresar la proteina HN-tag en
plantas completas de N. benthamiana y se purificé por IMAC, sin embargo no mostré
actividad hemaglutinante.

El rNDV-PO5 mostré una actividad antitumoral contra cuatro de cinco lineas
probadas y estimul6 en PBMC la expresion de citocinas antitumorales (TNF- a, IFN- q,
TRAIL e IFN-y). Ademas mostrd ser segura en células normales como en PBMC. En
un modelo ortotépico singénico de cancer de mama, inducido con células 4T1 en ratén
Balb/c, rINDV-P0O5 mostré que la administracién por via sistémica es significativamente
menor sobre el tamafio del tumor primario y la metastasis. El modelo de administracién

intratumoral con rNDV-PO5 fue inefectivo para todos los pardmetros evaluados.



ABSTRACT.

According to the World Health Organization, cancer is the leading cause of
death in the world, with 8.8 million deaths (13% of all deaths in 2014). Cancer is the
result of either a decrease in cell death or an increase in cell replication. The limited
efficacy of chemotherapeutics, which can also have undesirable side effects that
makes their use virtually inaccessible in underdeveloped countries.

Oncolytic viruses have the ability to kill cancer cells without damaging normal
cells and have been used in the treatment of cancer since the early 50's. These viruses
have a strong antitumor and immunostimulatory activity such as the Newcastle disease
virus (NDV). The oncolytic mechanism of NDV is mediated in part by membrane
proteins, hemagglutinin-neuraminidase (HN) and fusion (F). That is why we focus on
evaluating two important points: first, whether the HN glycoprotein of NDV can be
expressed and purified from a protein production system based on Nicotiana
benthamiana plants; second, to determine whether a recombinant version of the virus,
generated from a Mexican strain (rNDV-PO05), has antitumor and immunostimulatory
capacity, both in vitro and in vivo.

The HN protein expressed in harvested leaves of N. benthamiana possesses
biological activity, but very low yield of purification. While precipitation with methanol /
chloroform, it is greater but loses its biological activity. The filtration reduces the
concentration of the HN protein in the sample when located in microsomal and cellular
debris fractions. The HN-tag protein was expressed in whole plants of N. benthamiana
and purified by IMAC, however, it did not show haemagglutinating activity.

rNDV-P0O5 showed antitumor activity against four out of five tested lines and
stimulated in PBMC the expression of antitumor cytokines (TNF-a, IFN-a, TRAIL and
IFN-y). It also showed to be safe in normal cells as in PBMC. In a syngeneic orthotopic
model of breast cancer, induced with 4T1 cells in Balb/c mice, rNDV-P0O5 showed that
systemic administration offers significant reduction on the primary tumor and
metastasis. The intratumoral administration model with rNDV-P05 was ineffective for all

parameters evaluated.



1. INTRODUCCION.

1.1- Virus de la enfermedad de Newcastle (NDV)

La enfermedad de Newcastle es causada por los virus del serotipo
paramixovirus aviar 1 (APMV-1). Estos virus, llamados APMV-1 o virus NDV, son
miembros del género Avulavirus, subfamilia Paramyxovirinae, familia Paramyxoviridae,
orden Mononegavirales (Aldous et al 2003; Le Bayon et al 2012). Las cepas de NDV o
APMV-1 se clasifican en tres patotipos conforme a su virulencia en los pollos. Las
cepas lentogénicas son menos virulentas, las mesogénicas son moderadamente
virulentas, y las mas virulentas son las velogénicas. La mayoria de las cepas se
agrupan en los extremos de la virulencia y son bien lentogénica o velogénica. Los
patotipos velogénicos se pueden dividir en neurotrépico, que normalmente se asocia
con signos respiratorios y neurologicos, y viscerotropico, asociado con lesiones
intestinales (OIE 2014).

Como la mayoria de los miembros de la familia Paramyxoviridae, el NDV tiene
un genoma de ARN de cadena simple con un tamafio de alrededor de 15,186, 15,192
y 15,198 nucledtidos, no segmentado, de polaridad negativa protegida por la simetria
helicoidal de la capside y una envoltura lipoproteica con un patron de proyecciones de
80 Angstroms de longitud, y donde se ubican los componentes antigénicos que dan la
especificidad serolégica. Su genoma codifica para al menos seis proteinas incluyendo
la nucleoproteina (NP), la fosfoproteina (P), la proteina de matriz (M), la proteina de
fusién (F), la proteina hemaglutinin-neuraminidasa (HN) y la ARN polimerasa (L)
(Figura 1). El virion se compone de una nucleocapside estable que consiste de la
proteina NP unida al ARN gendmico y antigenémico (Seal et al 2005; Knipe y Hetsley
2001; Zhao y Peeters 2003; Flint et al 2007). Las proteinas P y L se unen al nucleo de
la nucleocédpside poco después de la sintesis para formar el complejo
ribonucleoproteina (RNP). Este complejo de RNP se convierte en el molde para la
transcripcion por la proteina polimerasa L de ARN dependiente de ARN. La proteina L
se une al ARN gendmico en un sitio de entrada 3' en el complejo RNP y transcribe los
seis genes de proteinas utilizando un mecanismo de arranque y parada. En este
mecanismo la proteina L inicia la transcripcion y libera el complejo RNP después de la
transcripcién de un niumero de nucle6tidos a lo largo del gen que es siempre igual a un
multiplo de seis nucledtidos para la familia Paramyxoviridae. Este requisito de
transcripcion se conoce como la "regla de los seis" (Seal et al 2005; Zhao and Peeters
2003).



Las particulas virales miden 120 a 180 nm y en sus glicoproteinas de la
envoltura se han identificado dos polipéptidos. EI NDV tiene un peso molecular
promedio de 500x10° Daltons, con una densidad en sacarosa de 1.18 a 1.20 g / ml.
(Alexander 1991; Czeglédi et al 2006; De Leeuw y Peeters 1999). Las dos
glicoproteinas de superficie, la F y la HN son objetivos importantes para la respuesta
inmune del hospedero. Los anticuerpos contra la proteina F parecen ser importantes
para prevenir la infeccion y la propagacion del virus in vivo. Los principales
determinantes antigénicos y epitopos que estimulan la produccién de anticuerpos
neutralizantes del virus se han determinado para las proteinas F (Toyoda et al 1988) y
HN (Chambers et al 1988).

De hecho, hay pruebas serolégicas para identificar el NDV, tales como las
pruebas de hemaglutinacion e inhibicibn de la hemaglutinacién, basadas en la
capacidad de la hemaglutinina de aglutinar eritrocitos de pollo y algunas otras
especies animales. En la hemaglutinacion el virus se adsorbe a los residuos de acido
sialico presentes en receptores celulares, lo que causa la aglutinacién de eritrocitos,
con la desadsorcién posterior, debido a la digestion enzimatica de los residuos de
acido sialico del receptor de la célula, por la neuraminidasa viral. El tiempo en el que la
hemaglutinina del virus se destruye por el calor, es caracteristico de cada cepa de
NDV y es una propiedad que se puede utilizar para diferenciar entre cepas. El virus
tiene una hemolisina que le permite producir diversos grados de hemdlisis de los
eritrocitos aglutinados. Su actividad hemolitica es promovida por procesos tales como

la congelacién, descongelacion y dialisis (OIE 2014).

Bicapa lipidica

NP/P/L

Figura 1. Composicion molecular del paramixovirus NDV.

A) Representacion esquematica de un virién del NDV, donde se observa el acomodo espacial
de las diferentes elementos que constituyen el viridon: nucleoproteina (NP), fosfoproteina (P),
proteina de matriz (M), proteina de fusion (F), proteina hemaglutinin-neuraminidasa (HN) y




ARN polimerasa (L). B) Representacién esquematica de la organizacién genémica del NDV. No
esta a escala. Modificado de Le Bayon et al (2012); Chang et al (2012)

Como ya se menciond, el virion del NDV contiene dos tipos de glicoproteinas
en la superficie, la proteina F y la proteina HN (Saif et al 2008; Knipe y Hetsley 2001;
Zanetti et al 2008). La proteina F es una glicoproteina de fusion de clase | que se
sintetiza como una proteina integral de membrana de tipo |. Cuando se traduce la
proteina, tres cadenas polipeptidicas idénticas se ensamblan en homotrimeros.
Glicosilaciones se afiaden a los homotrimeros después de la traduccion, los cuales
son biol6gicamente inactivos. Las proteasas del huésped deben escindir la proteina
del precursor con el fin de que se convierta biol6gicamente activo.

La segunda glicoproteina de superficie es la HN (Figura 2). Esta proteina
desempefia mdultiples funciones en la entrada y salida viral, incluyendo la unién a
receptores de acido sialico, la activacion de la proteina F para iniciar la fusién de
membranas y la entrada del virus, y la escision de acido sidlico (neuraminidasa) a
partir de las cadenas de carbohidratos; asi también, es capaz de estimular al sistema
inmune (Hines y Miller 2012; Yuan et al 2011). ComUnmente tiene cinco sitios de N-
glicosilacion ubicados en los aminoacidos 120, 341, 433, 481, y 538 (Seal 2004). La
proteina HN es una proteina de membrana de tipo Il, con dominios transmembranales
N-terminal (TM) seguido de una regién de tallo y un dominio de cabeza globular C-
terminal (Lamb y Parks 2007). Las proteinas de acoplamiento HN se cree forman
tetrameros en su forma activa y se encuentran en un subconjunto de los
paramixovirus, incluyendo virus parainfluenza 5 (PIV5), virus de la parotiditis, virus
NDV, virus Sendai, y virus parainfluenza de humanos (Lamb y Parks 2007; Lamb y
Jardetzky 2007; Smith et al 2009; Crennell et al 2000). El dominio C-terminal de
neuraminidasa (NA), obtenido por escision proteolitica o por expresion del dominio NA
solo, contiene el sitio de union al receptor y la actividad de la neuraminidasa (Crennell
et al 2000; Takimoto et al 2000; Yuan et al 2011 [Figura 2]).

El dominio del tallo de la proteina HN contiene determinantes de especificidad
para la activacion de la proteina F, afecta a la actividad de la neuraminidasa, y
contribuye significativamente a la oligomerizaciéon de la proteina (Lamb y Parks de
2007; Smith et al 2009; lorio et al 2009). Estudios mutacionales del tallo de la proteina
HN han examinado los efectos sobre la fusion de membranas, la actividad NA,
hemadsorcién, la formacion del complejo de la proteina F y la oligomerizacion (Stone-
Hulslander y Morrison 1999; Gravel y Morrison 2003; Melanson y lorio 2004; Melanson
y lorio 2006). Aunque las mutaciones en el tallo de la proteina HN pueden afectar tanto

las actividades de NA y de fusién de membranas, no ha sido claro cédmo se acoplan
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estas dos funciones. Actualmente, un tallo con un haz de cuatro hélices (4HB)
acoplado entre dos dimeros de dominio NA en el NDV ha sido revelado (Yuan et al
2011), lo que aclara el panorama sobre la base estructural de la actividad NA y de la
promocion de fusion de membrana dependiente del tallo de la proteina HN (Figura 2).

Sitios
Sitios  sitios activos NA

activos NA 2rio

l Residuos 49-78 del tallo de HN

Dominio transmembranal

Figura 2. Estructura del ectodominio HN del NDV.

Dos dimeros de los dominios NDV HN NA flanquean la 4HB en el tallo. Los cuatro dominios de
NA estan etiquetados como NA1-NA4. Los sitios activos estan marcadas por tres residuos que
se muestran como esferas azules CPK (E400, R415, y Y525) y etiquetados respectivamente.
Los sitios de unién a 4cido sialico secundarios estan ubicados en las interfaces del dimero de
dominio NA y estan marcados por los residuos que se muestran como esferas naranja CPK y
marcados como “sitios 2rio”. Los cuatro dominios de NA N-terminal, los residuos 123 y 125, se
encuentran etiquetadas y se indica por sus atomos de CA que se muestran en formato de CPK
coloreado por cadena. Las conexiones de la region N-terminal del tallo a los dominios HN TM y
la membrana viral se indican también. Modificado de Yuan et al (2011). Abreviaturas: modelo
Corey-Pauling-Koltun (CPK); neuraminidasa (NA); transmembranal (TM).

1.2- Produccién recombinante de las glicoproteinas Hemaglutinin-

Neuraminidasa (HN) y de Fusiéon (F)

Como ya se menciond anteriormente, el virus de la enfermedad de Newcastle
(NDV) posee dos tipos de glicoproteinas de envoltura, la HN y la F, las cuales cumplen
en general la funcion de anclaje e internalizacibn a la célula hospedante,
respectivamente. En este sentido, es importante sefialar que las glicoproteinas de

envoltura, HN y F, han sido un objetivo relevante para su produccién de manera
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recombinante en diferentes sistemas de expresion (tabla 1), sobre todo con el fin de
ser usadas como una vacuna de subunidad. Dentro de los sistemas que se enumeran
en la tabla 1, es de gran interés resaltar los sistemas de expresion basados en plantas,
ya que para el caso de la proteina HN, ésta fue un hito en el campo de la biotecnologia
vegetal, debido a que fue la primera vacuna recombinante, expresada en plantas, en
ser aprobada para su comercializacion (USDA, 2006).

Retomando los diferentes sistemas de expresion mencionados en la tabla 1,
mucha ha sido la investigacion que se ha generado en torno a la busqueda de
sistemas eficientes y econdmicos para la produccion de vacunas o proteinas
terapéuticas. Esto, como una alternativa a los sistemas tradicionales basados en
huevos de gallina, cuya capacidad limitada de respuesta ante la demanda de grandes
cantidades de vacunas o terapéuticos se vio evidenciada durante el brote del virus de
la influenza HIN1 en 2009. Por ello, recientemente se ha volteado la atencion de
investigadores y emprendedores hacia las plantas como el candidato potencialmente
mas econdmico y seguro de produccién. El potencial de los farmacéuticos hechos en
plantas (PMP’s), es decir, la produccién de proteinas terapéuticas recombinantes
usando plantas como biofébricas, esta bien ilustrado por un nimero de productos
terapéuticos que estan actualmente sometidos a evaluaciones clinicas (Paul y Ma,
2011). Las ventajas potenciales de utilizar sistemas de expresion basados en plantas
incluye la posibilidad de producir proteinas complejas que requieren modificaciones
postraduccionales (ausentes en sistemas procariotas), la exclusion de la posibilidad de
introducir agentes patdgenos humanos durante el proceso de manufactura
(comunmente visto en cultivos de células de mamifero) y la habilidad de escalar la
produccion de una manera eficiente y costeable (Fischer y Emans 2000; Fischer et al
2004; Karg y Kallio, 2009; Lienard et al, 2007; Ma et al, 2005; Mett et al, 2008).

Por otro lado, en la mayoria de los estudios realizados sobre la produccion de
la proteina HN, el fin era el evaluar una respuesta de inmunizacion (produccion de
anticuerpos IgG o IgA, anti-HN) después de la inoculacién con la proteina HN
producida (Berinstein et al. 2005; Guerrero-Andrade et al. 2006; Yang et al. 2007;
Hahn et al. 2007; Cardineau et al 2008; Lee et al 2008; Zoth et al 2009; 2011). Sin
embargo, en solo algunos trabajos se evalué la actividad biolégica de la proteina, ya
sea su actividad hemaglutinante (aglutinacién de eritrocitos) o de neuraminidasa
(sialidasa). Esto cobra relevancia en el sentido de que, mas alla de la capacidad de
despertar una respuesta inmunolégica humoral (a través de la produccion de
anticuerpos anti-HN) es importante evaluar si la propia proteina HN tiene la capacidad

de modular una respuesta de tipo celular, a través de su actividad biologica
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hemaglutinante y/o de neuraminidasa. Tomando importancia sobre todo en su uso no
COmo una vacuna para prevenir la enfermedad en aves de corral, sino como un agente
anti-tumoral/inmunoestimulador en células de humano, como ya se ha demostrado en
estudios previos que la sola presencia de la glicoproteina HN, es capaz de estimular
actividad inmune a través de la activacion de células Natural Killer (NK), macréfagos y
células T sensibilizadas (Avki et al, 2004; Pecora et al, 2002; Umansky et al, 1996).

Tabla 1. Produccién de vacunas de subunidad basadas en las proteinas de superficie del
virus de la enfermedad de Newcastle (NDV).
Abreviaturas: HN= Hemaglutinin-neuraminidasa, F= Fusién, ND= No determinado, CMV= virus

del mosaico del pepino, PVX=virus X de la papa.

Patbégeno/ Antigeno Sistema de Respuesta Referencia
hospedero produccion inmune
Immunogénico en
Glicoproteinas . ratén por Berinstein
NDEea FyHN ATl e e administracion et al. (2005)
oral y parenteral
Zhaoy
AN VeeoresdeOWV iy ammons
(2005)
Fy HN Vectores de PVX ND Natilla et al.
epitopos en tabaco (2006)
Inmunogénico y
] . protector en e
Glicoproteina ; p Andrade et
E Semillas de maiz po_IIc_Js por Al
administracion (2006)
oral
Inmunogénico en
Semillas y hojas raton por Yang et al.
de arroz administracion (2007)
parenteral
Inmunogénico en
Glicoproteina . pollos por Hahn et al.
HN Hojas de tabaco 4 inistracion (2007)
oral
GIlCOﬂr':l)telna Hojas de tabaco ND Gorggcz)get al
Immunogénico en
Glicoproteina e, pollos yorionejos Cardineau
HN por etal 2010
administracion
oral y parenteral
Gllcoarlfl)telna Microalgas ND Bayzrg)elit al
Inmunogénico en
pollos por
administracion
parenteral;
imunogénico en Lee et al
Glicoproteina  Baculovirus/células pollos por 2008; Zoth
HN de insecto administracion et al 2009;
parenteral; 2011
inmunoreactivo
con suero de
pollos vacunados
con NDV
Glicoproteina E coli Inmunogénico Lee et al
HN ) combinandola 2010
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con una vacuna
NDV comercial,
en pollos por
administracion
parenteral
Glicoproteina

Centella - .
HN/. ' asiatica/Células de ND/Inmuno,genlco Lai et al
ectodominio en raton 2012/2013
HN tabaco

1.3- Inmunobiologia del Cancer.

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 2014), para el
2014, el céancer fue la principal causa de muerte alrededor del mundo, con cerca de
8.8 millones de muertes (13% de todas las muertes). Alrededor de 70% de las
muertes por cancer en 2008 ocurrieron en paises en vias de desarrollo. Cada 6rgano
del cuerpo humano puede ser afectado sin importar la edad, género, herencia étnica,
alimentacién o el ambiente. Los principales tipos de cancer son el de pulmén,
estdbmago, higado, colorrectal y de las glandulas mamarias.

En general, el cancer es el resultado ya sea por el decrecimiento en la muerte
celular (apoptosis) o por un incremento en la replicacion celular (Reed, 1999). En otras
palabras, cualquier desregulacién en el ciclo celular o en la programacion de la
apoptosis, resulta en un crecimiento celular descontrolado (Lowe y Lin, 2000). Los
mecanismos fundamentales de la divisién celular y la replicaciéon del ADN llevan el
peligro inherente de que la maquinaria de replicacion inevitablemente cometa errores,
lo que podria comprometer la integridad del genoma y potencialmente resultar en la
formacion de cancer. Una amplia investigacion en el ultimo medio siglo ha revelado
que el cancer es una enfermedad genética que se produce por un proceso evolutivo
donde las células somaticas adquieren mutaciones multiples que sobrepasan a las
barreras que normalmente frenan su expansién incontrolada. La devastacion causada
por las células cancerosas puede ser letal, pero, afortunadamente, existen numerosos
mecanismos intrinsecos y extrinsecos supresores de tumores para evitar su desarrollo
(Vesely et al 2011).

Una variedad de mecanismos intrinsecos supresores de tumores intentan
reparar las mutaciones genéticas y desencadenaran la senescencia 0 apoptosis que
deben reparar la falla y la proliferacion celular aberrante. La senescencia celular, un
estado caracterizado por la retencion permanente del ciclo celular con cambios
especificos en la morfologia y la expresibn de genes que lo distinguen de la
quiescencia (retencion del ciclo celular reversible), es inducida por numerosas

proteinas celulares (por ejemplo, p53) que detectan alteraciones genémicas causadas
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por dafios mutagénicos (Xue et al 2007). Ademés, la senescencia celular se
desencadena por oncogenes activados, y en la actualidad es cada vez mas evidente
que el escape de la senescencia inducida por oncogenes es un requisito previo para la
transformacion celular. De tal forma que las células cancerosas deben adquirir
lesiones cooperantes (sobreexpresion de c-Myc, ciclinas tipo D y, perdida de p53 y
pl6) que desacoplen la sefializacion mitogénica Ras de la senescencia a la
proliferacion indefinida (Serrano et al 1997).

Otros mecanismos supresores de tumores intrinsecos, incluyendo p53, censan
la actividad de oncogenes y encienden la maquinaria de muerte celular programada.
Ademas, la respuesta al estrés celular, lesiones, la falta de sefiales de supervivencia o
las alteraciones en la integridad de las mitocondrias resultan en la liberacion de
efectores proapoptéticos que desencadenan la muerte celular mediante la activacion
terminal de caspasas efectoras (caspasa 3/7) (Danial et al 2004).

En contraste, una segunda via de muerte celular se activa a través de la union
de los receptores de muerte de la superficie celular, tales como el receptor del factor
de necrosis tumoral (TNFR), receptor 2 del ligando inductor de apoptosis relacionada
con el TNF (TRAIL-R2, DR5), y Fas / CD95 (Peter y Krammer 2003), con los
correspondientes ligandos de la superfamilia TNF que inducen la formaciéon de un
complejo de sefalizacion que activa la caspasa apical 8 para iniciar la apoptosis. Por
otra parte, se esta poniendo cada vez mas atencion en las vias de muerte celular
alternativas como la necrosis, la autofagia, y la catastrofe mitética que pueden detener
el proceso de transformacion (Danial et al 2004).

En este sentido, el sistema inmune tiene tres funciones primarias en la
prevencion de tumores. En primer lugar, puede proteger al huésped de tumores
inducidos por virus mediante la eliminacion o la supresion de infecciones virales. En
segundo lugar, la eliminacion oportuna de los agentes patdgenos y la pronta
resolucion de la inflamacion puede impedir el establecimiento de un entorno
inflamatorio propicio para la tumorogénesis. Finalmente, el sistema inmune puede
identificar especificamente y eliminar las células tumorales en ciertos tejidos en base a
la expresion de antigenos especificos tumorales (TSA). Este tercer proceso, conocido
como inmunovigilancia del cancer, se produce cuando el sistema inmunoldgico
identifica células transformadas que han escapado a mecanismos celulares intrinsecos
supresores de tumores y los elimina antes de que pueda establecer malignidad. Estas
células inmunes efectoras emplean diversos mecanismos para controlar los objetivos
tumorales, incluyendo la induccion de muerte celular tumoral por las vias de los

receptores mitocondriales y de muerte celular. Por lo tanto la evasion de la
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inmunovigilancia se refiere a menudo como la séptima caracteristica del cancer (Dunn
et al 2002; Zitvogel et al 2006).

Adicionalmente, diferentes investigaciones han mostrado evidencia de que el
sistema inmunolégico no solo protege al huésped frente a la formacion de tumores,
sino también edita la inmunogenicidad del tumor. Estos nuevos datos indujeron un
refinamiento del concepto inmunovigilancia del cancer y condujeron a la formulacion
de la hip6tesis de inmunoedicion del cancer, que hace hincapié en las acciones duales
de la inmunidad en la proteccién del hospedero y el modelado de tumores en el
desarrollo tumoral. Actualmente, se ve a la inmunoedicién del cAncer como un proceso
dinamico compuesto por tres fases distintas: la eliminacion, el equilibrio y el escape
(Dunn et al 2002; 2004; 2004a; 2006; Smyth et al 2006; Swann y Smyth 2007) (Figura
3).

La eliminacién, es una vista modernizada de la inmunovigilancia del cancer en
el que las moléculas y células tanto de la inmunidad innata como adaptativa, trabajan
juntas para detectar la presencia de un tumor en desarrollo y lo destruyen mucho
antes de ser clinicamente evidente. En casos en los que la destrucciéon de las células
tumorales llega a su culminacion, la fase de eliminacion representa un punto final de la
inmunoedicién del cancer. Sin embargo, las variantes de células tumorales a veces
pueden no ser completamente eliminadas, sino mas bien entran en una fase de
equilibrio en la que el sistema inmunoldgico controla la expansion de células
tumorales. En esta fase de equilibrio, las células tumorales pueden ser funcionalmente
inactivas y permanecer clinicamente inaparentes para la vida del huésped. Por lo
tanto, el equilibrio, es un potencial segundo punto final estable de la inmunoedicion del
cancer. Finalmente, ya sea como resultado de cambios que se producen (a) en la
poblacién de células tumorales debido a un proceso de inmunoedicion activo o (b) en
el sistema inmune del huésped, como resultado de incrementos en la inmunosupresion
inducida por el cancer o averia del sistema inmune debido al proceso natural de
envejecimiento, la latencia funcional de la poblacion de células tumorales se puede
romper, lo que lleva a la progresion de estas células en la fase de escape, donde
comienzan a crecer de una manera inmunolégicamente sin restricciones y emerger

como la enfermedad clinicamente evidente (Vesely et al 2011).
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Figura 3. Las tres fases de lainmunoedicién del cancer.

La inmunoedicion del cancer es el resultado de tres procesos que funcionan de forma
independiente o en secuencia para controlar y dar forma al cancer. Una vez que las células
normales se transforman en células tumorales mediante la combinacién de oncogenes
adquiridos, y que fracasaron los mecanismos intrinsecos supresores de tumores, el sistema
inmune puede funcionar como un supresor tumoral extrinseco mediante la eliminacién de las
células tumorales o la prevencion de su extension. En la primera fase, la eliminacion, conocida
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previamente como inmunovigilancia del cancer, las células inmunitarias innatas y adaptativas,
asi como las algunas moléculas reconocen a las células transformadas y las destruyen, dando
lugar a un retorno fisioldgico al tejido normal. Sin embargo, si la inmunidad antitumoral es
incapaz de eliminar completamente las células transformadas, las variantes tumorales
supervivientes pueden entrar en la fase de equilibrio, donde las células y las moléculas de la
inmunidad adaptativa impiden la extension del tumor. Estas variantes pueden eventualmente
adquirir mutaciones adicionales que resultan en la evasion del reconocimiento de células
tumorales, la muerte, o el control por las células inmunes y el progreso a tumores malignos
clinicamente detectables en la fase de escape. (Abreviaturas: CTLA-4, los linfocitos T
citotoéxicos asociados a proteina-4; IDO, indolamino 2,3-desoxygenasa; IFN, interferon, IL,
interleucina; M¢, macrofagos; MDSC, células supresoras de origen mieloide; NK, natural killer;
NKG2D, NK grupo 2, miembro D; PD-L1, ligando 1 de la muerte celular programada; TGF-,
factor de crecimiento transformante-f3; TRAIL, ligando inductor de apoptosis relacionado con el
factor de necrosis tumoral; Treg, células T reguladoras; VEGF, factor de crecimiento endotelial
vascular.) Figura modificada de Nature Immunology (Dunn et al 2002) por Vesely et al (2011).

1.4- Interacciones del Cancer con el Sistema Inmune Innato.

A pesar del progreso general obtenido en la supervivencia de pacientes con
cancer (diagnéstico y tratamiento), los presentes regimenes terapéuticos no han
mejorado la supervivencia de pacientes con metéstasis. La limitada eficacia de los
quimioterapéuticos, que pueden también tener efectos secundarios indeseables y
ademas de los altos costos de implementacién, hace su uso virtualmente inaccesible
en paises con economias en desarrollo, los cuales irdnicamente tienen la mayor
incidencia de cancer. Debido a esto, el objetivo de la terapia para el cancer radica en
promover la muerte celular de células dafiadas, pero sin causar dafios significativos a
las células normales y, a un costo accesible (Gerl y Vaux, 2005).

Como ya se menciong, el sistema inmune juega un papel muy importante en el
control de las células tumorales. Por ello, el objetivo final de la inmunoterapia activa
contra el cancer es lograr la inmunidad antitumoral que se ha demostrado en los
ejemplos esporadicos de la regresion/contencion espontanea del tumor, asi como el
reciente éxito de la inmunoterapia pasiva tales como la terapia adoptiva de células T y
la terapia con anticuerpos (Morgan et al 2006; Robbins et al 2011; Yang et al 2003;
Baselga et al 2012; Kawai y Akira 2010). Recientes avances han definido varias
interacciones ligando/receptor y vias moleculares que tienen un efecto posterior
significativo sobre la respuesta inmune adaptativa en diversas circunstancias. Por
ejemplo, ahora se sabe que el sistema inmune innato de humanos, a través de sus
receptores de reconocimiento de patréon (PRRs) de la superficie celular, reconoce
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs) conservados entre microbios o

patrones moleculares asociados a dafios (DAMPSs), liberados de las lesiones de
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tejidos, para iniciar la respuesta inmune innata durante la infeccion y la inflamacién de
los tejidos, respectivamente (Chen y Nunez 2010).

Las principales células efectoras del sistema inmune que se dirigen
directamente a las células del cancer incluyen células asesinas naturales (NK), células
dendriticas (DCs), macrofagos, leucocitos polimorfonucleares (PMN incluyendo
neutrofilos, eosindfilos y basofilos), mastocitos y linfocitos T citotdxicos. Células NK,
DCs, PMN, mastocitos y macréfagos son efectores de primera linea sobre las células
dafiadas y las células cancerosas. Las células NKT y células Tyd juegan papeles
como componentes de la inmunidad innata, a través de una estrecha interaccién con
las células del sistema inmune adaptativo, tales como linfocitos CD4+ y T CD8+ con
efectos citotoxicos y de memoria (Liu y Zeng, 2012; Norwaski et al 2013). Asi, la
importancia del sistema inmune innato en la limitacion de la progresion del cancer se
ha puesto de manifiesto recientemente con las siguientes interacciones moleculares
directas entre el cancer y las células efectoras inmunes innatas.

Células NK. Las células NK constituyen la célula del sistema inmune innato
primario responsable de la muerte de las células cancerosas que no expresan el
complejo principal de histocompatibilidad (MHC), mediante la liberacion de pequefas
proteinas citotoxicas tales como la perforina y la granzima, que causan apoptosis en
las células diana. Hay 2 tipos funcionales de receptores en la superficie de células NK:
receptores estimulantes y receptores inhibitorios. Ambos tipos de receptores pueden
pertenecen a dos familias principales: receptores de células killer tipo inmunoglobulina
(KIR) y los receptores similares a la lectina.

La molécula NK del grupo 2D (NKG2D) es quizas el mas conocido de los
receptores estimulantes y es una molécula homodimérica tipo lectina (Liu y Zen 2012;
Norwaski et al 2013). Los ligandos en las células tumorales para NKG2D incluyen
moléculas inducidas tras el estrés celular, como son proteinas relacionadas a MHC de
clase | (MICA y MICB), y la proteina de union UL16 en humanos (Figura 4). La union
de los ligandos relacionados con el estrés, anteriormente mencionados, con NKG2D
estimula a las células NK, lo que lleva a la secrecion de interferén-y (IFN-y) y perforina,
la liberacion de citocinas inflamatorias, y la induccion de apoptosis en las células
cancerosas. Otros receptores NK estimulantes también han sido caracterizados, tales
como NKp30, NKp44, y NKp46 en seres humanos, y la molécula accesoria DNAX en
humanos y ratones. Los receptores inhibidores de células NK constan de los
receptores tipo KIR y los receptores similares a la lectina NKG2A/CD94 compartidos
por seres humanos y ratones. La molécula no clasica del MHC de clase |, HLA-G, en

tumores también funciona como un ligando para los KIR que pueden inhibir la
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citotoxicidad mediada por células NK. La molécula no clasica del MHC de clase | HLA-
E, es el ligando para el receptor heterodimerico NKG2A/CD94 (Liu y Zeng, 2012,
Norwaski et al 2013).

Por otro lado, los ligandos de la familia del factor de necrosis tumoral (TNF) se
expresan ampliamente en la superficie de células NK (Figura 4): TNF, ligando inductor
de apoptosis relacionado con el TNF (TRAIL), linfotoxina, ligando Fas, ligando del 4-
1BB, proteina inducible tipo linfotoxina que compite con la glicoproteina D para la
union del mediador de entrada del virus del herpes (HVEM) en células T (LIGHT),
ligando OX40 (OX40L), CD40 (CD40L), CD30 (CD30L) y CD27 (CD27L). En paralelo,
la familia de receptores TNF, como TNFR, receptor de TRAIL, el receptor de la
linfotoxina, Fas, 4-1BB, los receptores de HVEM/LTB, OX40, CD40, CD30, y CD27 se
expresan en muchas lineas celulares tumorales. La unidbn complementaria entre
ligandos de TNF y TNFR puede inducir eficazmente la muerte apoptética de las
células tumorales. Por lo tanto, la expresion inducida o mediante ingenieria de los
receptores de la familia de TNF en las células cancerosas representa una via amplia
para la inmunoterapia activa. Ademas, los tumores recubiertos con anticuerpos contra
moléculas de la superficie celular pueden ser directamente reconocidos por varias
células innatas a través de receptores para la fraccion cristalizable o Fc (FcR),
conocidos como receptores de inmunoglobulinas. El FcR para 1gG (FcyR), de forma
general, incluye 2 tipos funcionales de receptores, de activacion o de inhibicion.
Células tumorales recubiertas de anticuerpos pueden ser eliminadas por células NK o
macrofagos con la activacion de FcyRIll, denominada citotoxicidad celular mediada por
anticuerpos. Las células NK expresan uUnicamente la activacion de FcyRIlIl o CD16
para IgG, sin que se hayan detectado receptores FcyR inhibidores hasta el momento
(Liu 'y Zeng, 2012; Norwaski et al 2013).

Macroéfagos. Las células tumorales apoptéticas se pueden eliminar de manera
eficiente por los macréfagos para evadir la autoinmunidad. Estas células tumorales
expresan las moléculas llamadas "comeme" en la superficie celular (Figura 4) para el
reconocimiento y la fagocitosis por macrofagos. Estas sefiales incluyen lipidos como la
fosfatidilserina (PS), PS oxidada, lipoproteina de baja densidad oxidada, y la proteina
multifuncional calreticulina (CRT). Estas moléculas son translocadas o redistribuidas
para exponerse en la superficie de las células tumorales durante la apoptosis. CRT
también se asocia con el receptor CD91 en macrofagos y participa en la asimilacion de
células apoptéticas mediante la interaccién con la proteina soluble del complemento
Clq y su ligando PS. Receptores Scavenger, tales como SR-A, CLA-1, CD36, CD68,

LOX-1, y estabilina-2, pueden unirse a PS oxidada y motivos oxidados de lipoproteinas
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de baja densidad en las células tumorales apoptoéticas. Las proteinas de células T tipo
inmunoglobulina de mucina (TIM) (TIM-1, TIM-3, y TIM-4), se identificaron
recientemente como receptores criticos para PS como mediador en la captacién de
células apoptéticas. CD36 también puede formar complejos con los receptores de la
integrina a,B3 en los macrofagos, mientras que el CD14 en macrofagos puede servir
como receptor para la molécula de adhesion intercelular-3, y desencadenar la
fagocitosis y el aclaramiento de células apoptéticas. En circunstancias normales en el
ambiente del tumor, la interaccion entre las células tumorales apoptéticas y
macrofagos fagociticos, conduce a la tolerancia inmune sin provocar citocinas
proinflamatorias significantes. A diferencia de las células NK, los macréfagos expresan
tanto FcyR de activacién como de inhibicion, simultaneamente. FcyRI (CD64) y FcyRlI
(CD32) de activacion estimulan la citotoxicidad hacia las células tumorales. En
contraste, FcyRlIlb es el Gnico receptor inhibidor sobre los macréfagos en ratones, que
es responsable de los efectos inhibidores sobre los macréfagos, incluyendo la
inhibiciébn de la fagocitosis, disminucion de la liberacion de citocinas, produccion de
superoxido, y el blogueo de la via de sefalizacién de receptores tipo Toll 4 (TLR4). En
el ambiente tumoral, los macrofagos se cree son los principales contribuyentes a la
inflamacién crénica que hace un ambiente inmunosupresor, beneficiando el
crecimiento del tumor (Liu y Zeng, 2012; Norwaski et al 2013).

DCs. Las DCs son quizads las células presentadoras de antigeno mas
profesionales, y son el puente entre el sistema inmune innato y adaptativo. Los 2
grupos principales de DCs se conocen como DC mieloides y DC plasmocitoides.
Subtipos funcionales de DCs mieloides en la piel, las células de Langerhans
epidérmicas y las DCs dérmicas intersticiales también se caracterizan con distintos
potenciales de induccion inmune. Las células de Langerhans activadas secretan
interleucina 15 (IL-15) e inducen la activacion de células T CD4+ y CD8+ para inducir
la inmunidad celular. Las DCs dérmicas intersticiales estimulan indirectamente la
activacion de células B para producir la inmunidad humoral. Acoplando a las DCs con
diferentes receptores y subpoblaciones, estas estimulan diferentes respuestas de
inflamacién, produciendo multiples resultados de células T, incluyendo las células T
auxiliares o cooperadoras de tipo 1 (Thl), Th2, Thl17, Th21, y células T reguladoras
(Liu y Zeng, 2012; Norwaski et al 2013).

Con respecto a las interacciones directas con las células cancerosas, las DCs
fagocitan células cancerosas apoptéticas utilizando integrina a,s y receptores CD36.
Al igual que en los macrofagos, las DCs pueden reconocer las llamadas sefales

"comeme" en las células apoptoticas a través de receptores endociticos, receptores
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Scavenger y receptores TIM. Ademds, el marcador de células apoptéticas,
fosfatidilserina (PS), puede ser capturado por el receptor TAM (designado asi por las
primeras letras de sus componentes miembros de la familia de receptores tirosin-
quinasa; Tyro3, Axl y Mer) en DCs y macrofagos utilizando acoplamientos moleculares
con Gas6/proteina S, y por medio de la integrina a,fs usando un acoplamiento con
MFG-E8. Los receptores TAM promueven la fagocitosis de las células tumorales
apoptoticas e inhiben la inflamacién en DCs y macréfagos. El complejo de integrina
a,B3 es capaz de mediar la asimilacion de las células cancerosas apoptoticas. Similar
a los macréfagos, la fagocitosis de las células tumorales apoptéticas por DCs, en
ausencia de sefiales de peligro, generalmente conduce a la tolerancia inmune (Liu y
Zeng, 2012; Norwaski et al 2013).

Las DCs también expresan tanto FcyR de activacion como de inhibicion. En
comparacion con otras maneras de captacion de antigenos, las células tumorales
recubiertas de anticuerpos se internalizan de manera mas eficiente en DCs a través de
la activaciéon de FcyRI (CD64) and FcyRIll (CD16), lo que lleva a una mas eficiente
presentacién de antigeno restringida a MHC | y Il, y a la induccion de células efectoras
y de memoria T especificas de tumor. Por lo tanto, la inflamacion y la respuesta
inmune adaptativa podrian ser disparadas por células cancerosas y DCs,
encontrandose a través de la activacion de la via de sefializacion FcyR, y este proceso
se modula negativamente por la coexpresion del inhibidor FcyRIIb y receptores TAM
en DCs. Sin embargo, es necesario tener en cuenta que la captacion de antigenos no
acompafia a la induccion de células T efectoras. La induccion de la inmunidad
adaptativa activa requiere sefiales de peligro o maduracion de DCs durante el
procesamiento de antigenos (Liu y Zeng, 2012; Norwaski et al 2013).

Células polimorfonucleares y mastocitos. Las células polimorfonucleares
(PMN; neutrofilos y eosinofilos) y mastocitos asociados al tumor pueden tener un rol
significativo en la carcinogénesis y en la metastasis. Sin embargo, pocos estudios se
han enfocado en el reconocimiento molecular directo entre las células tumorales y
estas células del sistema inmune innato. Lo que se sabe es la activacion e inhibicion
de FcyR en PMN y mastocitos, para interactuar con antigenos cubiertos por
anticuerpos sobre células tumorales. La activacién de FcyR induce en neutrdfilos la
liberacion de citocinas y quimioatrayentes, los cuales influyen el reclutamiento y la
activacion de DC y macrofagos en el ambiente tumoral (Liu y Zeng, 2012; Norwaski et
al 2013). La activacion de FcyRIIB en neutrdfilos, decrece la produccion de especies
reactivas de oxigeno, las cuales son citotéxicas para los tumores. Mientras que en los

mastocitos, la estimulacién de FcyRIIB puede reducir la liberacion mediada por IgE de
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moléculas almacenadas en los granulos, IL-4, e histamina, las cuales disparan la

respuesta inflamatoria en el ambiente tumoral (Liu y Zeng, 2012; Norwaski et al 2013).
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Figura 4. El reconocimiento directo del cancer por el sistema inmune innato.

Las células natural killer (NK), macréfagos, células dendriticas (DCs), neutréfilos, eosindéfilos y
mastocitos son los componentes celulares del sistema inmune innato. NKG2D, un receptor
estimulador de las células NK, reconoce especificamente al complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) clase-I- relacionado a la cadena de la proteina A / B (MICA / B) en
los canceres para estimular la muerte celular. Receptores inhibidores tales como los receptores
tipo inmunoglobulina de células K (KIR) detectan a la molécula no clasica del MHC de clase |,
HLA-G, en los canceres para prevenir la citotoxicidad de las células NK. La union de la familia
de ligandos del factor de necrosis tumoral (TNF), en las células NK, a receptores de la familia
de TNF, en las células tumorales, desencadena la apoptosis en células malignas, lo que da
lugar a la aparicion de células T CD4 + y CD8 +. La funcion de las células NK también estd
mediada por la activacion de receptores Fc (FcRs), como el FcyRIll o CD16 a través de la
citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos. Los macrofagos fagocitan las
células cancerosas apoptoticas utilizando CD14, la inmunoglobulina mucina de células T (TIM),
TAM, y receptores FcR a través de la interacciéon con moléculas de adhesion intercelular-3
(ICAM-3), fosfatidilserina (PS), PS/Gas6, y complejo inmune, respectivamente. GAS6 funciona
como el "puente" entre los receptores de PS y TAM. Existen ambos receptores Fc en
macroéfagos, activadores e inhibitorios (FCR-, inhibidor FCR+, activador) y estdn asociados con
la produccion de citocinas y superdxido; Las DCs pueden absorber células tumorales
apoptoticas a través de receptores avp5, CD36, FcR, TIM, y TAM. La secrecion de citocinas de
DCs y macrofagos promueve la activacion de células presentadoras de antigeno (APC), lo que
lleva a la respuesta inmune adaptativa celular y humoral. La activacién de en células DCs
ayuda a la presentacién celular de antigenos tumorales. Receptores FcRs de activaciéon e
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inhibicién se expresan también en los neutréfilos, eosindfilos y mastocitos, que reconocen
directamente tumores recubiertos con anticuerpos para promover o inhibir la secrecion de
citocinas y quimiocinas de células inmunes innatas. Modificado de Liu y Zeng (2012).

1.5- Viroterapia

La resistencia del cancer a las terapias convencionales (ej. quimioterapia)
requiere la busqueda de nuevas estrategias de tratamiento. Con ello, la idea de utilizar
virus competentes con replicacién para destruir canceres es atractivo para este fin,
pero no es nuevo. Ya a mediados de la década de 1950, se reporté que el virus de la
enfermedad de Newcastle (NDV) tenia actividad oncolitica (Schirrmacher y Fournier
2009; Fournier y Schirrmacher 2013). La evaluacion clinica de este virus durante
varias décadas, como reactivo contra el cancer en diversos entornos clinicos, corrob6
su seguridad y efectividad. Esto se basa en la replicacion selectiva y las actividades
oncoliticas sobre el tumor, permitiendo que el virus infecte selectivamente las células
tumorales, dejando a las células sanas intactas (Schirrmacher y Fournier 2009;
Fournier y Schirrmacher 2013). Otro aspecto que ha recibido cada vez mas interés es
la propiedad de NDV para activar la inmunidad anti-tumoral del hospedero
(Schirrmacher y Fournier 2009; Fournier y Schirrmacher 2013). Esto es crucial, ya que
las respuestas inmunes antitumorales espontdneas a menudo no son o
suficientemente eficientes, debido a la incapacidad del tumor para apoyar una
respuesta inmune o incluso para inhibirla a través de varios mecanismos activos y
pasivos (evasion del tumor y la inmunosupresion inducida por el tumor) (Schirrmacher
y Fournier 2009; Lam et al, 2011; Zamarin et al, 2012; Fournier y Schirrmacher 2013).

Entre todos los virus oncoliticos que han sido investigados como reactivos
contra el cancer, el NDV ha surgido como un agente particularmente prometedor para
la viroterapia de cancer. Este interés puede explicarse por tres caracteristicas que
presenta este virus: (i) replicacion selectiva en células tumorales y perfil seguro, (i) el
potencial oncolitico y (iii) las propiedades inmunoestimulantes (Schirrmacher y
Fournier 2009; Lam et al, 2011; Zamarin et al, 2012; Fournier y Schirrmacher 2013).

Dentro de las tres -caracteristicas mencionadas anteriormente, es la
inmunoestimulante la que cobra gran importancia para el presente estudio. Una de las
caracteristicas importante, estd asociada a su capacidad para inducir grandes
cantidades de IFN de tipo | (IFN-a) cuando esta en contacto con las células de sangre
periférica humana. Esto esta relacionado con la naturaleza de las estructuras de ARN
de doble cadena (dsARN), que se producen en el citoplasma durante la replicacion

viral, provocando de esta manera una fuerte respuesta de IFN celular (Schirrmacher y
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Fournier 2009; Fournier y Schirrmacher 2013). Por otro lado, también se ha
demostrado que la proteina HN de superficie viral, es un elemento importante para las
propiedades inmunomoduladoras de este virus. Una infeccion por NDV de células
tumorales modifica la superficie de las mismas, aumentando la expresion de las
proteinas HN y F virales después de 10 horas. A través de su actividad de union al
receptor, las proteinas HN introducen nueva fuerza de adherencia de células para las
interacciones de linfocitos y células co-estimuladoras (Schirrmacher y Fournier 2009;
Fournier y Schirrmacher 2013). Ademas, la infeccion de células tumorales humanas
por NDV conduce a la sobre regulacion de HLA y moléculas ICAM-1 (Schirrmacher y
Fournier 2009; Fournier y Schirrmacher 2013). Otros eventos son la induccién de la
guimiocina RANTES vy la proteina 10 inducida por IFNy (IP10) y finalmente la
apoptosis. El dsARN, un subproducto de la replicacion viral, puede activar receptores
citoplasméaticos como PKR y RIG-I, asi como endosomales, TLR3 (Schirrmacher y
Fournier 2009; Lam et al, 2011; Zamarin et al, 2012; Fournier y Schirrmacher 2013).

Todas las sefales de peligro, que derivan de la infeccion por NDV (dsARN,
proteina HN e IFN-a), permiten la activacion de multiples respuestas inmunitarias
innatas (monocitos, DCs y las células NK). También juegan un papel importante
durante la presentacion de antigenos asociados a tumores (TAA) para las células T
(Schirrmacher y Fournier 2009; Fournier y Schirrmacher 2013). Tales co-sefales son
importantes para la induccion de una respuesta inmune adaptativa efectiva contra el
tumor, incluyendo células T CD8" y CD4". Como un fuerte inductor de IFNs de tipo 1,
se espera que el NDV tenga un fuerte efecto en la respuesta inmune, dado el papel
recientemente descrito de IFNs de tipo 1 en la inmunovigilancia de anti-glioma en
estudios en raton (Schirrmacher y Fournier 2009; Fournier y Schirrmacher 2013). El
contexto pro-inflamatorio, que es inducido después de la adicion del virus, puede ser
capaz de romper la tolerancia hacia el tumor, como se ha demostrado en clonas de
células T in vitro (Schirrmacher y Fournier 2009; Fournier y Schirrmacher 2013). En
contraste, otros virus, que se han adaptado al sistema inmune de los mamiferos, han
desarrollado inhibidores de la inmunidad codificados por el virus, tales como
inhibidores TAP, sefiuelos de citocinas, micro-ARN vy proteinas virales que
antagonizan la induccién de IFN de tipo | (Schirrmacher y Fournier 2009; Lam et al,
2011; Zamarin et al, 2012; Fournier y Schirrmacher 2013).

1.6- Mecanismos de oncolisis mediada por NDV

Mecanismos directos. Los mecanismos subyacentes a la citotoxicidad

mediada por NDV se han investigado en multiples estudios. Uno de los mecanismos
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directos es mediante la proteina F, la cual es responsable de la fusién viral con la
membrana celular y de la propagacion célula-célula del virus lo cual genera la
formacion de sincitia multinucleada y eventualmente la muerte celular. Por otro lado,
en embriones de pollo inoculados con NDV revelaron evidencia de apoptosis en tejidos
embrionarios (Lam et al, 2011; Zamarin et al, 2012). Mdltiples estudios posteriores
confirmaron el papel dominante de la apoptosis en la muerte celular inducida por NDV.
La induccién de la apoptosis por NDV requiere la entrada del virus, la replicacion,
sintesis de novo de proteinas y activacién de caspasas (Lam et al, 2011; Zamarin et al,
2012; Fournier y Schirrmacher 2013). La descripcion de las vias apoptoticas activadas
en las células infectadas por el NDV revel6 tendencias comunes, aunque se
observaron diferencias dependiendo del sistema utilizado. La caracterizacion de las
cepas NDV Beaudette C y La Sota en lineas celulares de cancer de origen
ectodérmico, endodérmico y mesodérmico, reveld que NDV puede inducir apoptosis
por la activacibn de ambas vias apoptéticas, extrinseca e intrinseca (Fournier y
Schirrmacher 2013). La infeccion por NDV de las células tumorales condujo a la
produccién de TNF-a y TRAIL soluble en las células tumorales y de manera especifica
para el virus, lo que resulté en la activacion de la caspasa-8, aunque en varias lineas
celulares la apoptosis se indujo sin activacion de caspasa-8 (Lam et al, 2011; Zamarin
et al, 2012). En todas las lineas de células tumorales, la infeccion por NDV condujo a
la pérdida del potencial de membrana mitocondrial y la activacion de caspasa-9,
destacando la importancia de la via intrinseca en la activacion de la apoptosis mediada
por NDV (Lam et al, 2011; Zamarin et al, 2012) (Schirrmacher y Fournier 2009; Lam et
al, 2011; Zamarin et al, 2012; Fournier y Schirrmacher 2013).

La induccion de apoptosis mediada por NDV es independiente de la
sefializaciébn de IFN, ya que la apoptosis también se indujo en lineas celulares
tumorales defectuosas en el produccion de IFN-a o defectuoso en las respuestas al
IFN-a (Schirrmacher y Fournier 2009; Fournier y Schirrmacher 2013). La activacion de
la apoptosis probablemente procede a través de la ruta mitocondrial y la activacion de
la caspasa-9, con la activaciobn posterior de la caspasa-8. En conjunto a estos
hallazgos, el uso de varias lineas celulares de cancer humano revel6 que la cepa NDV
MTH-68/H induce la muerte celular independientemente de la activacion de caspasa-8
y caspasa-9, y del estado de la molécula p53 (Schirrmacher y Fournier 2009; Fournier
y Schirrmacher 2013). También se ha demostrado que la replicacién viral, en células
de rata PC12, conducia a la activacion del reticulo endoplasmico (RE) elF2a quinasa
PERK con la fosforilacion resultante de elF2a y activacion de la caspasa-12

(Schirrmacher y Fournier 2009; Fournier y Schirrmacher 2013). En contraste con estos
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hallazgos, en las células Vero infectadas con NDV, la activacién de la via apoptotica
extrinseca parece preceder a la de la via intrinseca (Schirrmacher y Fournier 2009;
Fournier y Schirrmacher 2013). De manera similar, se demostré que la ruta extrinseca
estaba involucrada en las células de cancer de pulmon A549 después de la infeccion
con NDV, mientras que la fosforilacion previamente mostrada de elF2a o la activacion
de caspasa-12 en células PC12 no pudo confirmarse (Schirrmacher y Fournier 2009;
Fournier y Schirrmacher 2013) (Schirrmacher y Fournier 2009; Lam et al, 2011;
Zamarin et al, 2012; Fournier y Schirrmacher 2013).

Otras vias fueron adicionalmente implicadas en la apoptosis inducida por NDV.
Estudios de la cepa MTH/68 en células PC12 revelaron que la induccién de apoptosis
era independiente de la via inducible por estrés quinasa N-terminal de c-Jun, de la via
p38 y de los mecanismos regulados por especies reactivas de oxigeno. En este
estudio, la inhibicién de p38 MAPK redujo la muerte celular de células A549 infectadas
por NDV, aunque el mecanismo para esto todavia no esta claro (Lam et al, 2011;
Zamarin et al, 2012).

Es dificil conciliar las discrepancias entre estos mdltiples estudios, aunque
muchas de las diferencias podrian ser explicadas por las diferencias en las lineas
celulares, las cepas virales y los ensayos de deteccion utilizados. En general, en base
a multiples estudios, la activacion de la via de apoptosis intrinseca parece jugar un
papel clave en la muerte celular mediada por NDV. La activacién diferencial de la via
intrinseca probablemente se produce en una manera linea celular- y virus-especifica, y
parece implicar la via apoptotica extrinseca, via estrés ER, vias de receptor tirosina
quinasa y probablemente muchas otras vias que aun no se han caracterizado (Figura
5) (Lam et al, 2011; Zamarin et al, 2012).

Los factores especificos del virus también se han descrito para explicar los
mecanismos que contribuyen a la apoptosis mediada por NDV. La transfeccion de un
plasmido que codifica la glicoproteina HN en fibroblastos embrionarios de pollo,
demostré inducir directamente apoptosis por un mecanismo aun no caracterizado
(Lam et al, 2011; Zamarin et al, 2012). Recientemente, la caracterizacién de
secuencias de proteinas de NDV revelaron regiones similares al dominio Bcl-2 pro-
apoptético homologo-3 (BH3) en las proteinas M, L y F del NDV (Lam et al, 2011;
Zamarin et al, 2012). Una transfeccion con las proteinas M y F en las células HelLa
promovieron la muerte celular, mientras que la eliminacion del dominio BH3 de la
proteina M atenla la induccion de la apoptosis por la proteina (Lam et al, 2011;
Zamarin et al, 2012). Un andlisis similar adicional de las proteinas NDV sera

importante, ya que pueden revelar mecanismos adicionales que subyacen a la
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especificidad de NDV para las células tumorales (Lam et al, 2011; Zamarin et al,
2012).

Mecanismo indirecto (inmuno-mediado). Ademas de sus efectos citopéticos
directos, la actividad anticancerigena de NDV se asocia con la activacion de una
respuesta de la inmunidad innata y adaptativa. La infecciéon de macrofagos de ratén
con las cepas LaSota, Ulster y MTH-68/H ha demostrado que conduce a la regulacion
positiva de enzimas como ADA, iNOS, lisozima y fosfatasa acida, asi como la
produccién de 6xido nitrico y TNF-a, dando como resultado el aumento de la actividad
antitumoral in vitro e in vivo (Lam et al, 2011; Zamarin et al, 2012). Ademas, monocitos
estimulados con NDV Ulster mostraron mediar la muerte de células tumorales por
induccién de TRAIL (Lam et al, 2011; Zamarin et al, 2012). La activacion de las células
NK también se ha implicado en la citotoxicidad mediada por NDV, ya que incubando
PBMC de donantes sanos con NDV 73-T, mejoraron su citotoxicidad contra maltiples
lineas celulares tumorales, siendo las células NK mediadoras predominantes de la lisis
(Figura 5) (Schirrmacher y Fournier 2009; Lam et al, 2011; Zamarin et al, 2012;
Fournier y Schirrmacher 2013).

También se ha revelado que la induccién de respuestas inmunes innatas en
PBMC no depende de la replicacion viral. De hecho, la transfeccion de una
construccién que expresa la glicoproteina HN sola, fue suficiente para inducir la
induccion de IFN-a y TRAIL (Schirrmacher y Fournier 2009; Fournier y Schirrmacher
2013) En base a estos hallazgos, una vacuna de ADN que expresaba formas
citoplasmicas, secretadas y ancladas a la membrana de la glicoproteina HN, se evalué
para determinar el efecto antitumoral. La HN anclada a la membrana demostr6 tener
actividad antitumoral superior tanto in vitro como in vivo (Schirrmacher y Fournier
2009; Fournier y Schirrmacher 2013). También esta demostrado que la inmunizacién
profilactica con un plasmido que codifica la glicoproteina HN protege a los animales de
la exposicion posterior a células de carcinoma de mama DA3, un efecto que se
demostré estaba asociado con un aumento en la infiltracion de células NK y una
disminucion en las células supresoras derivadas de mieloides (Schirrmacher y
Fournier 2009; Fournier y Schirrmacher 2013). Los mecanismos subyacentes a esos
hallazgos no estén claros, aunque la expresion de la HN en la superficie de las células
presentadoras de antigeno aumenta las respuestas de linfocitos T citotoxicos contra
un antigeno no relacionado, lo cual puede ser responsable de estas observaciones
(Schirrmacher y Fournier 2009; Fournier y Schirrmacher 2013).

Efectos inmunoestimuladores directos en las células tumorales también se han

observado. La infeccién de las células tumorales por NDV conduce a la expresion de
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las glicoproteinas HN y F en la superficie, que ha demostrado cambiar la adhesividad
de la superficie de las células tumorales para los eritrocitos y linfocitos, lo que lleva a la
sobre regulacién de marcadores de activacion de células T en cultivos celulares mixtos
de linfocitos-tumores (Schirrmacher y Fournier 2009; Fournier y Schirrmacher 2013)
(Figura 5).

También se manifestd que la infeccion de células tumorales humanas con
NDV Ulster induce la produccién de IFN-B, RANTES e IP-10, y regula positivamente la
expresion de MHC y las moléculas de adhesién celular ICAM-1 y LFA-3 (Lam et al,
2011; Zamarin et al, 2012) (Figura 5). Esto implica que la infeccion por NDV puede
superar los efectos inhibidores del microambiente tumoral e inducir respuestas

antitumorales inflamatorias favorables (Lam et al, 2011; Zamarin et al, 2012).
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Figura 5. Mecanismos de los efectos antitumorales regulados por NDV.

La actividad citolitica de NDV en células cancerigenas es a través de mecanismos directos e
indirectos. EI mecanismo directo incluye la formacién de sincitia multinucleada, activacién de
rutas apoptoéticas extrinsecas e intrinsecas, activacion de rutas de estrés RE y el
involucramiento de vias MAPK. Los mecanismos indirectos incluyen la secrecion de citocinas y
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quimocinas proinflamatorias, las cuales reclutan mediadores de ambas respuestas inmunes,
innata y adaptativa, como células NK, linfocitos y macréfagos. Las respuestas inmunes
antitumorales son mayormente favorecidas si se potencia la adhesion de leucocitos a través de
la union a las glicoproteinas virales expresadas en la superficie de las células infectadas,
mediante la regulacion positiva de MHC y moléculas de adhesion celular, las cuales sirven para
activar linfocitos tumor-especificos y para la activacion de macrofagos. RE: reticulo
endoplasmico; IFN-B: interferén; ICAM-1: molécula de adhesién intercelular; MHC: complejo
principal de histocompatibilidad; LFA-3: antigeno asociado a funcién de linfocito; RANTES:
expresado y secretado en célula T normal, regulado en activacion; IP-10: proteina 10 inducida
por IFNy; ADA: adenosina deaminasa; iNOS: 6xido nitrico sintasa inducible; TNF-a: factor de
necrosis tumoral; TRAIL: ligando inductor de apoptosis relacionado a TNF (Adaptado de
Zamarin et al, 2012).

1.7- Experiencia clinica con diferentes cepas de NDV

Las cepas de NDV que han sido mas ampliamente evaluadas para el
tratamiento de neoplasmas humanos son la cepa no litica Ulster, asi como las cepas
liticas MTH68/H, PV-701 y 73-T. Diferentes cepas del virus pueden mostrar varios
grados de efectos citotoxicos y produccion viral. Cuando una cepa NDV no litica se
usa para infectar células tumorales de monocapa, se observa la produccion de
particulas virales no infecciosas; en contraste, las cepas liticas de NDV causan la
produccion de particulas que pueden infectar a otras células tumorales, lo que
conduce a una amplificacion de la carga viral. Ademas, la infeccion de las cepas liticas
de NDV da como resultado la promocién de sincitia y generacion de placas en la
monocapa de células tumorales. La cepa no litica Ulster, mostré efectos citotdéxicos
mas fuertes contra el carcinoma de colon; por el contrario, la cepa litica Italien causo la
muerte efectiva de melanomas humanos. (Schirrmacher et al, 2001).

Oncolisados con la cepa NDV 73-T. Desde mediados de la década de 1950
el oncolisado de NDV, usando explantes primarios de células tumorales humanas
incubadas con NDV, comenz6 a administrarse a pacientes de cancer (Cassel et al,
1977). El oncolisado funcionaba para aumentar la respuesta inmunoldgica antitumoral
hacia la enfermedad metastatica. La administracion del oncolisado a los pacientes
resultd en un aumento de porcentaje de linfocitos T y citotoxicidad potenciada.
Inicialmente, el oncolisado viral se preparé utilizando la cepa litica NDV 73-T (Cassel y
Garrett 1965). El virus se obtuvo mediante pases de la cepa NDV 379-Sl en células de
tumor ascitico Ehrlich in vitro 73 veces e in vivo 13 veces, con la finalidad de eliminar
las propiedades neurotroficas de la cepa. EI NDV 73-T tiene la capacidad de replicarse
en células tumorales humanas, causando fusién célula-célula, formacion de sincitia y
muerte de células tumorales (Reichard et al, 1992). In vitro, el virus puede matar

muchas células cancerosas humanas, como fibrosarcoma, osteosarcoma,
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neuroblastoma, carcinoma cervical, tumor de Wilm, etc. (Lorence et al, 1994). Ademas,
la potencia oncolitica de la cepa NDV 73-T se demostré en ratones con modelos de
xenoinjerto de tumor humano. La administracion intratumoral e intraperitoneal de NDV
73-T causO regresion duradera y completa del tumor en ratones atimicos con
neuroblastomas humanos y xenoinjertos de fibrosarcoma (Lorence et al, 1994). Otro
estudio de Phuangsab et al. (2001) mostré que el virus administrado localmente podia
inhibir el crecimiento del tumor (77-96%) en varios xenoinjertos de carcinoma en
ratones, incluyendo cancer de epidermoide, colon, pulmén, mama y xenoinjertos de
préstata. Ademas, la regresion del tumor se observd en 9 de 12 ratones con
xenoinjertos de neuroblastoma IMR-32, después de una sola inyeccién intraperitoneal
de NDV. Lo més importante de todo, esta cepa no causa ningun efecto adverso en las
células humanas normales (Lorence et al, 1994).

El primer registro clinico de la actividad de NDV fue informado por Cassel y
Garrett (1965), que implicé una paciente con cancer cervical. En este documento, las
particulas virales (2.4x10") fueron inyectadas directamente en el tumor, demostrado la
regresion intratumoral del cancer local y también un nédulo linfatico maligno distante
(Cassel y Garrett 1965). Necrosis parcial y desprendimientos se observaron, pero esto
fue seguido por un rebrote del tumor. Después de este estudio, un ensayo clinico de
fase Il con la administracion de oncolisados virales se realiz6 para pacientes con
melanoma maligno. Como resultado, 6 de 13 pacientes mostraron una disminucion en
el tamafio de los nédulos de la piel y/o lesiones de ganglios linfaticos (Revisado por
Lam et al, 2011).

Adicionalmente, en otro ensayo clinico de fase Il de seguimiento de 15 afios,
iniciado en 1975, en pacientes con estadio maligno Ill, el melanoma tratado con
oncolisado de NDV indic6é mas de 60% de supervivencia a diez afios, sin ningun efecto
adverso. Continuando el analisis del ensayo, mostréd el 55% supervivencia a los quince
afos. Se observo una supervivencia prolongada entre los pacientes que mostraron un
aumento en el nimero de linfocitos T CD8" CD56", ya que estas células proporcionan
una defensa inmune efectiva contra las células tumorales. Ademas, del aumento de
células también se produjeron grandes cantidades de citocinas, como TNF-a e IFN-y,
para ayudar a la citotoxicidad (Revisado por Lam et al, 2011).

Vacuna aut6loga de células tumorales (ATV) con NDV Ulster. Ademas de
los oncolisado de NDV, una nueva estrategia para el disefio de una vacuna contra
tumores de humano fue desarrollada por Liebrich et al, (1991). La vacuna tumoral
consistié en un derivado autélogo del paciente con células tumorales vivas inactivadas

por irradiacion y luego infectadas por la cepa no litica NDV Ulster. Luego, la vacuna es
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almacenada en nitrogeno liquido hasta su aplicacion. La idea de una vacuna autdloga
de células tumorales (ATV) provino del estudio de células Esb modificadas con virus
para tratar linfoma en modelos animales (Heicappell et al, 1986; Schirrmacher y
Heicappell 1987). La modificacion viral conduce a un aumento de la inmunogenicidad
de la célula tumoral. La vacuna se us6 como desafio para una nueva estrategia de
terapia antimetastasica, ya que la quimioterapia se volvi6 menos efectiva. La
vacunacion posoperatoria con las células ESb modificadas con virus podian proteger
contra metastasis en mas del 50% de los ratones singénicos. Los ratones
sobrevivientes desarrollaron inmunidad protectora de larga duracién hacia el linfoma,
debido a la memoria de las células T. Schild et al, (1989) habia descrito la mejora de
actividad inmune de las células T, después de la inmunizacion usando células
tumorales modificadas con NDV. Ademas, la produccion de citocinas, tales como IL-2
e IFN-a/B, se incrementd después de la estimulacién. Estas citocinas fueron
esenciales para la generacion de actividad CTL tumor-especifica (von Hoegen et al
1990; revisado por Lam et al, 2011)

La cepa Ulster tiene un ciclo de replicacion abortiva monociclica en células
tumorales (Schirrmacher et al, 1999). El virus primero se adsorbe en las células
tumorales, tomando alrededor de una hora para la unién. El virus permanece en el
cuerpo durante una generacion para una respuesta inmune efectiva, muy
probablemente por inmunidad mediada por células T. El contacto directo del virus con
las células inmunes afectara la proliferacion celular y el estado de activaciéon. Como la
replicacion viral lleva aproximadamente de 10 a 50 horas en las células tumorales, es
suficiente para la generacion de respuestas dérmicas tipo-retardadas de
hipersensibilidad (DTH).

Clinicamente, el ATV-NDV se probé en 23 pacientes con metastasis hepaticas-
colorrectales. La vacunacién se aplic6 a los pacientes después de someterse a
reseccion hepatica (Liebrich et al, 1991). Como resultado, los pacientes mostraron un
aumento en los intervalos sin recurrencia y reactividad de la piel DTH. En otro estudio,
resultados favorables se obtuvieron mediante el uso de ATV-NDV, que comprende una
dosis de 1x10" células tumorales colorrectales humanas junto con 32 unidades de
hemaglutinacion (HU) de NDV, por via intracutdnea administrado a pacientes con
cancer colorrectal (Bohle et al 1990). Después de cuatro vacunaciones en intervalos
de dos semanas, las respuestas DTH fueron aumentado en sitios distantes. Esto
indicé un aumento de linfocitos T reactivos al tumor.

El estudio fue continuado por un ensayo clinico en 20 pacientes con cancer

colorrectal después de la reseccién quirdrgica del tumor (Lehner et al, 1990). La
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vacuna ATV-NDV fue preparada con diferentes nimeros de células tumorales que van
desde 2x10° hasta 2x10’ células y concentraciones de NDV de 4 a 64 HU. En general,
16 pacientes respondieron con una respuesta cutdnea DTH después de la vacunacion.
Después de 24 horas, reacciones 6ptimas de la piel se observaron con 1x10" células
tumorales infectadas con 32 HU de NDV Ulster (Lehner et al, 1990; Schlag et al,
1992). Esto significa que, la presencia de bajas cantidades de antigeno fue suficiente
para inducir respuesta inmune de memoria local en pacientes con cancer. Después, el
ensayo clinico fase Il se llevd a cabo por inmunizacion especifica-activa (ASI)
postoperatoria con ATV-NDV a 23 pacientes con carcinoma colorrectal, después de la
reseccion de metastasis hepéticas (Schlag et al, 1992). Se obtuvieron resultados
alentadores cuando el grupo de vacunados experimenté menor tasa de recurrencia, en
comparacion con un grupo control histérico.

La calidad de la vacuna ATV-NDV es critica para la eficacia antitumoral. Esto
fue probado en el estudio por Schirrmacher (2005), ya que la vacuna de alta calidad
mostrd 36% mas eficacia que la de baja calidad, en términos de tasa de supervivencia
a cinco afios en un estudio avanzado de cancer de mama. Ockert et al, (1996)
modificé el paso de preparacion de la vacuna mediante el enriquecimiento de las
células tumorales a través de la centrifugacion con Percoll, seguida de la eliminacion
de leucocitos infiltrantes de tumor (TIL) usando perlas inmunomagnéticas. Ademas, la
mejora de la eficacia antitumoral de la vacuna ATV-NDV pudo lograrse de otra
manera, por la adicién de IL-2 recombinante (Pomer et al, 1995; Karcher et al, 2004).
Pacientes vacunados se beneficiaron con una mejor tasa de supervivencia, con tres y
cinco afios como tasa de supervivencia de 67% y 61%, respectivamente. Un namero
significativo de pacientes ha aumentado los linfocitos T tumor-especifico, incluso
después de 5 a 6 aflos después de la vacunacion, confiriendo asi inmunidad
antitumoral. En otro estudio, la eficacia antitumoral de ATV-NDV se mejoré con la
ayuda de anticuerpos hibridos biespecificos recombinantes (Haas et al, 1998). La
vacuna ATV-NDV recubierta con anticuerpos provocO la regulacion positiva de
marcadores de activacion (CD3 y CD28) en células T dentro de las 24 horas.

En resumen, la vacuna ATV-NDV parecid ser factible y segura para tratar
canceres avanzados como el cancer colorrectal, cancer de mama, cancer de ovario,
glioblastoma, cancer de rifién y cancer de cabeza y cuello. Esfuerzos continuos para la
mejora de la calidad de la vacuna tumoral se llevan a cabo con el fin de mejorar el
prondstico para la supervivencia de pacientes vacunados (Lam et al, 2011).

Cepa NDV PV701. La cepa PV701 no es recombinante, presenta replicacion-

competente y fue aislada por investigadores de Pro-Virus Inc. (Gaithersburg, USA). Es
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una cepa naturalmente atenuada, aislado de una purificacion de triple placa de la
cepa NDV MK107 mesogénica. La actividad oncolitica de amplio espectro de esta
cepa de virus es probablemente debido a defectos especificos del tumor en la
respuesta antiviral mediada por IFN. Esta cepa de NDV se considera tumor selectiva,
ya que es sensible a la mayoria de las lineas celulares de cancer humano, destacando
una sensibilidad de dos a cuatro érdenes logaritmicos que a células normales (Pecora
et al, 2002). El efecto oncolitico de la cepa NDV PV701 se indic6é en el estudio de
Lorence et al, (2011). La administracion intravenosa de PV701, en un estudio de
aumento de dosis en ratones con tumor, produjo regresiones parciales del tumor a
dosis tan bajas como 6x10° unidades formadoras de placa (pfu). Mas del 80% de los
ratones desarrollaron regresiones completas del tumor en dosis de hasta 6x10° pfu. La
respuesta antitumoral se asoci6 con evidencia de replicacién viral.

Estos resultados alentadores llevaron a la iniciacion de un ensayo clinico fase |
para administrar por via intravenosa la cepa PV701 a pacientes con cancer sélidos
avanzados. La administracién intravenosa de la cepa NDV PV701 se realiz6 en 79
pacientes con tumores soélidos (Pecora et al, 2002). El virus causo la regresién de
canceres solidos avanzados, sin toxicidad acumulada observada. Lamentablemente,
una posible muerte relacionada con el tratamiento involucré un paciente con cancer
renal con metéastasis pulmonar. El estudio post mortem revel6é inflamacion en los
pulmones, lo que sugiere lisis tumoral rapida que lleva a comprometer la funcién
pulmonar después de la vacunacion (Pecora et al, 2002).

En este sentido, se requiere mas trabajo para mejorar la tolerancia del
paciente. Por lo tanto, después de la fase | de prueba, algunas modificaciones fueron
realizados por Laurie et al, (2006). Como resultado, un paciente con carcinoma anal
experimentd regresion tumoral y cuatro pacientes tuvieron estabilizacion de su
enfermedad por mas de 6 meses. Ante todo, una primera dosis de desensibilizacion
permitié una mayor tolerancia a dosis mas altas posteriores (Hotte et al, 2007; Lorence
et al 2007). La evolucibn de dos estrategias complementarias, como la
desensibilizacion y la infusién lenta, han llevado a una mejoria de la vacuna con
toxicidad reducida. Hasta ahora, resultados favorables se observaron cuando se usa el
virus para tratar diversos tipos de cancer.

En general, los efectos secundarios leves observados fueron sintomas
parecidos a la gripe, eventos adversos especificos del sitio del tumor y reacciones a la
infusién (Pecora et al, 2002; Laurie et al, 2006; Lorence et al, 2007). Los efectos
adversos fueron dosis dependiente. Otros efectos secundarios tipicos observados en

algunos pacientes fueron leucopenia y neutropenia. Ocasionalmente, la infeccion del
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virus se asocié con trombocitopenia transitoria y fuga vascular difusa. La presencia de
particulas virales se observé en el tejido tumoral de pacientes vacunados, pero no en
el tejido cardiaco, pulmonar, renal, hepatico o cerebral (Lorence et al, 2007; Lorence
et al, 2011). Practicamente, la mayoria de los pacientes vacunados desarrollaron
anticuerpos neutralizantes contra la cepa de NDV PV701. Ademas, virus viable fue
recuperado de la orina de los pacientes vacunados, y rara vez en esputo, pero el
registro del virus no persistio y fue eliminado en 3 semanas.

NDV MTH-68/H derivada de la cepa Hertfordshire. La cepa mesogénica NDV
Hertfordshire fue aislada en Inglaterra en 1933, y mas tarde conocida como Herts'33.
Estudios tempranos de Alexander et al, (1973) informaron la citopatogenicidad y
produccion de la progenie de NDV Herts'33 mediante tincion en lineas celulares
animales. La infeccion del virus a bajas multiplicidades causo la fusion celular en 24
horas; mientras que a altas multiplicidades, los efectos fueron inducidos dentro de las
3 horas posteriores a la infeccion. Entre estas células, la replicacion del virus ocurrié
en células MDBK, células embrionarias de pollo y células de rifibn de hamster bebé
(BHK-21). Mientras tanto, NDV causé mas lisis celular en células Madin-Darby de
rifién bovino (MDBK), asi como liberacién de lactato deshidrogenasa (LDH) en gran
cantidad después de 24 horas de infeccion.

El primer uso intensivo de la cepa NDV Hertfordshire para el tratamiento del
cancer fue iniciado por Csatary (1971). El desarroll6 una nueva cepa del virus llamada
MTH-68, que significa "More Than Hope 1968". Desde entonces, muchos
investigadores comenzaron a investigar su capacidad contra el cancer. La cepa MTH-
68/H tiene la capacidad de causar regresiones significativas de lineas tumorales de
humano en diversos grados, como en células PC12, MCF-7, HCT116, DU-145, HT-29,
A431, HelLa y PC3. La activacion de apoptosis inducida por caspasa-8 y 9 en las
células infectadas por virus, independientemente de sus condiciones de p53 (Fabian et
al, 2007). De hecho, MTH-68/H fue el inductor més potente de IFN-a entre todas las
cepas de NDV probadas (Apostolidis et al, 2007). Ademas, esta cepa NDV también
tiene la capacidad de inducir 6xido nitrico (NO) y aumentar la poblacion de macréfagos
en ratas tratadas, lo que resulta en la mejora de los efectos antitumorales (Hrabak et
al, 2006).

Clinicamente, en un ensayo controlado con placebo, vacunas MTH-68 fueron
administradas a 33 pacientes con canceres por inhalacién dos veces a la semana.
Respuestas favorables se produjeron en un total de 18 pacientes (55%) en

comparacion a 2 pacientes en el grupo placebo (solo 8%), ya que el tumor estable tuvo
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una regresion (Csatary et al, 1993). Siete pacientes vacunados sobrevivieron méas de 2
anos, mientras que ninguno del grupo de control.

Un caso individual de vacunacion de la cepa NDV MTH-68/H a un paciente de
14 afos con glioblastoma de alto grado se informé en 1999. El paciente recibi
quimioterapia adyuvante, después de la reseccion del tumor y radioterapia. La
eliminacion ineficaz del tumor obligé al paciente a recibir la vacuna de NDV. Durante
ese tiempo, el paciente continué recibiendo tamoxifen como adyuvante. Como
resultado, el tumor se redujo en aproximadamente un 95% desde el escaneo, sin
ningun efecto neurotoxico (Csatary et al, 1999). Este caso revolucionario de remision
completa de tumor indica que la vacuna NDV puede ser un potente tratamiento contra
el cancer.

Otras cepas NDV. La cepa NDV HUJ (OV001) es una cepa lentogénica,
altamente purificada, aislada de forma natural de una vacuna atenuada de la cepa
NDV B1. Esta cepa tiene alta citopatogenicidad selectiva para las células cancerosas
humanas y animales. La infeccion del virus conduce a la replicacién viral y produccién
progenie del virus. Sin embargo, las progenies del virus producidas por esta cepa
lentogénica no son infecciosas, debido a un procesamiento incompleto de la proteina
de fusion (F). Ademas de efectos citotoxicos directos sobre las células diana, la cepa
NDV HUJ también induce eventos mediados por citocina y aumenta las reacciones
inmunes (Freeman et al, 2006).

En un reciente ensayo de fase I/ll, se administré la cepa NDV HUJ por via
intravenosa a 11 pacientes con glioblastoma recurrente multiforme (GBM). Siguiendo
el mantenimiento quincenal de la terapia, un paciente experimenté una enfermedad
estable después del primer ciclo de vacunacion; y luego, remision completa tumoral
con una duracion de 3 meses. Esto podria deberse a que el paciente desarrollo
anticuerpos neutralizantes en la etapa temprana. Normalmente, los anticuerpos
neutralizantes aparecieron dentro de 5 a 29 dias. EI NDV infeccioso se recuper6 de
muestras de sangre, orina y saliva. La administracion de la cepa HUJ causé efectos
secundarios leves a los pacientes, incluidos fiebre y dolor de cabeza grado I/ll. A
veces, los pacientes pueden experimentar problemas neurologicos y de trombosis. La
administracion intravenosa de la cepa NDV HUJ es bien tolerada. Las respuestas
alentadoras de la cepa HUJ garantizan la evaluacion de NDV en otros canceres,
ademas de GBM (Freeman et al, 2006).

Otra cepa lentogénica, LaSota también demostrd inducir efectos citotoxicos
antitumorales de macréfagos de ratén por la produccién de TNF-a. La actividad

anticancerigena de monocitos activados se atribuyd a TRAIL (Washburn et al, 2003).
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En el estudio de Liang et al, (2003), vacunacion con la cepa NDV LaSota fue eficiente
para prolongar la vida de pacientes con cancer colorrectal, con 96% de supervivencia
del paciente después de un afio de tratamiento con NDV. Por otra parte, la cantidad de
células NK aumentd, y la funcion inmune obviamente mejoré. Para la cepa NDV
Italien, Ahlert y Schirrmacher (1990) mostraron que esta cepa litica podria replicarse
en diferentes células tumorales humanas, como el carcinoma de mama, pulmén, rifién,
melanoma y linffoma. Una inyeccion intratumoral de NDV ltalien muestra alta
sensibilidad a los xenoinjertos de melanoma metastasico humano en ratones atimico
(Schirrmacher et al, 2001). Hubo una dosis méaxima tolerada (MTD) en ratones en el
rango de 2,000 HU de NDV ltalien (Bian et al, 2006). Sin embargo, la cepa no litica
Ulster mostro un efecto de citotoxicidad mas fuerte en un modelo de colon con
carcinoma CT26 (Schirrmacher et al, 2001). Esto sugiere que el efecto antitumoral
sobre diferentes células tumorales se correlaciona con la virulencia del NDV. Es
importante destacar que la replicacion del virus NDV no ocurre en las células
normales, incluidos los linfocitos T en reposo y células de higado de pollo normales
(Schirrmacher et al, 1999).

Cepas de NDV modificadas genéticamente. Recientemente, la eficacia
antitumoral es mejorada con la nueva idea emergente de usar NDV recombinante con
un gen terapéutico (Zamarin et al, 2012). Para mejorar las propiedades
inmunoestimulantes de NDV, el gen IL-2 fue introducido en la secuencia codificante
del virus (Janke et al, 2008; Vigil et al, 2007). Por lo tanto, la infeccién del virus
conduce a la produccién de IL-2 e inicia efectos inmunoldgicos, incluidas la activacion
de células T y produccién de IFN-y. In vivo, ratones portadores de carcinoma de colon
fueron tratados con NDV-IL-2 recombinante y se mostrO una regresion tumoral
significativa e infiltracion de células T. Ex vivo, el oncolisado de NDV-IL-2 dio como
resultado la activacién de CTL y células T de memoria tumor-especificas (Janke et al,
2008).

En otro estudio, Janke et al, (2007) insertd el gen del factor estimulante de
colonias granulo-macréfago (GM-CSF) como una unidad de transcripcion adicional en
NDV, con el fin de aumentar la inmunidad antitumoral. Co-cultivo con virus
recombinante estimularon PBMC de humano para ejercer efectos antitumorales.
Ademas, se observO una mayor sintesis de IFN-a, probablemente contribuido
mayormente por monocitos activados y células dendriticos. Indirectamente, la
inmunidad Th también se mejoro.

Por otro lado, la generacién de un NDV recombinante que expresa la proteina

NS1 del virus de la influenza, una proteina que presenta antagonismo contra IFN, fue
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reportado. Como resultado, el virus mejoré su capacidad para formar sincitia y un
efecto de lisis sobre las células tumorales de humano y modelos animales, lo que
resultd6 en un mayor nivel general a largo plazo de supervivencia. Ademas, la
vacunacion de NDV recombinante condujo a un alto grado de infiltracion de células T,
sugiriendo la generacion de la respuesta CTL tumor-especifica (Zamarin et al, 2009).

Otra cepa recombinante de NDV fue disefiada por Bian et al, (2006) en el cual
el virus fue modificado por preincubacion con una proteina biespecifica recombinante
(receptor IL-2). Se introdujo un nuevo sitio de unién al virus, que mejord su interaccion
con los objetivos asociados al tumor. Se observé una mayor eficacia de replicacion del
virus en ratones singénicos portadores de tumores Eb-M7 (positivo a receptor IL-2).
La administracion de NDV modificado reveld que los efectos secundarios se redujeron
sin afectar la actividad antitumoral. En conclusién, la cepa NDV genéticamente
modificada puede tener no solo efecto antitumoral, sino también aumentando su efecto
inmunomodulador (Figura 6). Un estudio previo demostré que el NDV recombinante
tenia una alta eficiencia para producir efectos terapéuticos, sin afectar las actividades
oncoliticas. Esto probd que el NDV es un vector altamente potente. Es importante
destacar que el virus no causa patogenicidad en aves (Lam et al, 2011; Zamarin et al,
2012).
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Figura 6. Estrategias empleadas para potenciar la actividad antitumoral del virus de la
enfermedad de Newcastle (NDV) mediante ingenieria genética.
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Muchas propuestas han demostrado mejorar la actividad antitumoral de NDV. Estas incluyen
potenciar las propiedades citoliticas intrinsecas del virus mediante (A) incremento en la
fusogenicidad; (B) inhibicion de la respuesta inmune innata; y (C) la expresion de proteinas
proapoptéticas; asi como mejoramiento de los efectos antitumorales inmuno-modulados
mediante (D) expresion de TAAs, llevando a la activacion y expansion de linfocitos tumor-
especificos; (E) expresion de anticuerpos diriidos a tumor con activacion de ADCC; y (F)
expresion de citocinas inmunoestimuladoras, que conducen a la activacién y reclutamiento de
linfocitos y DCs. ADCC: Citotoxicidad mediada por celulas dependiente de anticuerpo; DC:
celula dendritica; TAA: antigeno asociado a tumor (Adaptado de Zamarin et al, 2012).

1.8- Caracterizacion molecular de la cepa mexicana
APMV1/chicken/Mexico/P05/2005

El mas reciente sistema de clasificacion, propuesto por Czegledi et al (2006), agrupa a
los virus del genero Avulavirus en dos grandes clases basado en tres categorias
respecto al tamafo del genoma, que son 15198, 15186 o 15192 nucledtidos. La clase |
incluye cepas de NDV con genomas de 15,198 nucleotidos, mientras que la clase Il
comprende dos tamafios de genomas, los genotipos |, II, Ill y IV contienen 15,186
nucleotidos; mientras que los genotipos V, VI, VIl y VIII contienen 15,192 nucleotidos.
Reportes previos de aislamientos en Mexico han determinado que las apariciones mas
recurrentes pertenecen al genotipo V (Perozo et al, 2008; Merino et al 2009;
Alexander, 1989). Recientemente, en Mexico se aislo la cepa
APMV1/chicken/Mexico/P05/2005, por lo que se denomind NDV P05, de un brote en
una granda de gallinas que ocurrié a pesar de la campana de vacunacion y resulté en
una caida significativa de la producciébn de huevo (Absalén et al, 2012). La
secuenciacion del genoma completo de NDV P05 revel6 un tamafio de 15,192 pares
de bases. El analisis filigenético revel6 que la cepa P05 pertenece al genotipo V, y que
esta claramente mas relacionada a la cepa Largo/71, hasta con un 97.4% de similitud
(Figura 7). El analisis incluyo las secuencias gendmicas parciales o completas de 77
virus pertenecientes a las clases | y Il (genotipos I-IX) (Absalén et al, 2012). En el
analsis destaca que la cepa NDV-P05 presenta una distancia filogenética considerable
a cepas como LaSota, Ulster y Herts/33 pertenecientes a los genotipos I, I, y 1V,
respectivamente. Dichas cepas son las mas usadas como tratamiento para cancer en
humanos o en modelos animales (revisado por Lam et al, 2011 y Zamarin et al, 2012).
En relevancia para nuestro estudio, es importante destacar que a la fecha no
se ha reportado el uso de cepas del genotipo V como agentes antitumorales, por lo
gue nos parece interesante explorar la capacidad antitumoral e inmunoestimulante de
la recién descrita cepa NDV-P05. Sin embargo, el uso de una cepa velogénica aislada
de un brote en Mexico, podria representar un riesgo potencial de liberacién al

ambiente del virus, por lo que para nuestro estudio hicimos uso de la misma cepa pero
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atenuada por recombinaciéon y la cual se usa en la actualidad como una vacuna
comercial, lo cual la hace totalmente segura para la realizacion del estudio. La
generacion de esta vacuna recombinante, denominada rNDV-PO05, fue generada por el
mismo grupo que secuencié y caracteriz6 el genoma del virus NDV-P05
(Garzon- Morales et al 2013).
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Figura 7. Analisis filogenético del genoma parcial o completo de diferentes cepas del
virus de la enfermedad de Newcastle (NDV).

Se muestra la clasificacion de las diferentes cepas dentro de la Clase I, y en esta ultima dentro
de los genotipos I-IX. El circulo rojo sefiala la cepa NDV P05 dentro del genotipo V, los circulos
negros resaltan las cepas descritas con actividad antitumoral (Adaptado de Absalon et al,
2012).
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2- JUSTIFICACION.

Los virus oncoliticos son virus que tiene la habilidad de matar células
cancerigenas sin dafiar significativamente las células normales y han sido usados en
el tratamiento contra el cancer desde inicios de los 50’s. Estos virus tienen tambien
una fuerte actividad inmunoestimuladora. Como ejemplo esta el NDV, el cual
pertenece a la familia Paramyxoviridae e infecta practicamente a todas las especies de
aves. EI NDV ya ha sido utilizado para el tratamiento de pacientes con cancer, debido
a tres factores clave: (i) replicacion selectiva en células tumorales y perfil seguro, (ii) el
potencial oncolitico y (iii) las propiedades inmunoestimulantes. EI NDV es conocido por
generar una fuerte respuesta inmune por la inducciébn de proteinas anti-virales
(citocinas) tales como diferentes interferones (IFN-a/IFN-B), factores de necrosis
tumoral (TNF-a) e interleucinas (IL-1), las cuales llevan a la activacion de células NK,
macrofagos y células T sensibilizadas especificas. Aunado a lo anterior, es importante
resaltar que el efecto antitumoral e inmunoestimulante del NDV esta ampliamente
ligado a la cepa que se use en la terapia.

Parte del mecanismo antitumoral e inmunomodulador del NDV esta mediado
por las proteinas de la membrana, la HN y la F, las cuales son dirigidas hacia la
superficie de las células tumorales infectadas por el virus. La induccion de la actividad
co-estimulatoria de células T y la produccion de citocinas potencia la expresion de
antigenos tumorales especificos, lo cual resulta en una respuesta anti-tumoral
especifica. Estudios previos han mostrado que el solo uso de la proteina HN es capaz
de estimular actividad inmune innata, involucrando células NK, INF-a y ligandos
TRAIL en células mononucleares, resultando en una fuerte actividad oncolitica.
Ademas, también se ha estudiado la capacidad de inducir apoptosis de la proteina HN
cuando es expresada y retenida en el citoplasma o en la membrana celular, o bien
exocitada al medio extracelular, donde para esta Ultima se observaron resultados
similares a la de la proteina anclada a membrana. Este hecho revela que no es del
todo necesaria la expresion de la proteina HN en la célula infectada para observar un
efecto, sino que la proteina soluble (secretada, no-anclada) es incluso capaz de activar
una respuesta antitumoral, abriendo con ello la oportunidad de implementar una
terapia con el uso de la proteina HN administrada de manera externa, lo cual implica
también, su producciébn en algun sistema heter6logo econdémico y altamente
productivo.

Ademas, el estancamiento en el uso de los sistemas tradicionales de
produccion de virus basados en huevos de gallina, cuya capacidad limitada ha sido

evidenciada en afios recientes, ha detonado la incansable busqueda en torno al
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desarrollo de sistemas eficientes y econdmicos para la produccion de vacunas y
terapéuticos, donde los sistemas basados en plantas han demostrado que las
proteinas heterélogas expresadas en plantas, tienen una correcta traduccion,
modificaciones postraduccionales y plegamiento, lo cual cobra gran relevancia al
momento de llevar a cabo estudios biol6gicos donde se pretenda sacar provecho de la
actividad nativa de la proteina que se esté expresando.

En este contexto, el presente estudio pretende evaluar dos incognitas: la
primera implica determinar si la actividad biolégica de uno de los principales elementos
inmunogénicos del NDV, la glicoproteina HN producida en plantas de Nicotiana
benthamiana, se mantiene después de su purificacion. Con ello, se tendria una version
soluble (no anclada a membrana) de dicha proteina, con lo que se podria validar la
actividad antitumoral e inmunoestimalente de dicha proteina viral sin la necesidad de
ser expresada por la célula hospedante del NDV; la segunda, consiste en caracterizar
fisicoguimicamente y determinar la capacidad antitumoral e inmunoestimuladora de
una cepa mexicana, rNDV-P05, de reciente descripcién, la cual pertenece al genotipo
V y para la cual no se ha reportado hasta la fecha algun trabajo que describa dichas

caracteristicas que se prentenden determinar en este estudio.
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3- HIPOTESIS.

La vacuna atenuada recombinantemente del NDV (rNDV-P05), presenta actividad
antitumoral e inmunoestimuladora in vitro y/o in vivo.

Es posible expresar y purificar la proteina HN, en plantas de Nicotiana benthamiana.

4- OBJETIVO GENERAL.

Estudiar la actividad antitumoral e inmunoestimuladora de una vacuna atenuada
recombinantemente del NDV.

4.1- Objetivos Particulares

4.1.1 Establecer un sistema de produccion y purificacion de la proteina HN en
plantas de tabaco.

4.1.2 Evaluar la actividad biolégica de una vacuna atenuada
recombinantemente del NDV.

4.1.3 Establecer cultivos in vitro de diferentes lineas tumorales y evaluar la
actividad antitumoral de una vacuna atenuada recombinantemente del NDV.

4.1.4 Evaluar la capacidad inmunoestimuladora de una vacuna atenuada
recombinantemente del NDV.

4.1.5 Analizar la capacidad antitumoral de wuna vacuna atenuada
recombinantemente del NDV in vivo.
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5- METODOLOGIA.

5.1- Expresion transitoria de la proteina HN en hojas cosechadas de

Nicotiana benthamiana.

Se crecieron en agitacion (250 rpm) a 28 °C por 48 h en medio Luria-Bertani
(LB; Bertani et al, 1951), suplementado con antibiéticos apropiados (TRBO:HNopl=
rifampicina (Sigma-Aldrich) 10ug/ml, tetraciclina (Sigma-Aldrich) 10ug/ml, kanamicina
(Sigma-Aldrich) 50ug/ml; p19= tetraciclina 10ug/ml y gentamicina 20ug/ml), las cepas
de Agrobacterium tumefaciens EHA105 y C58, que contenian las construcciones
TRBO:HNopl y pl9, respectivamente. La construccion TRBO:HNop1l, codifica para la
proteina HN del NDV, mientras que la construccién p19 codifica para una proteina del
mismo nombre con actividad inhibidora del silenciamiento post-transcripcional. (Figura
8: 1 y 2) mediante la inactivacion de ARNs pequefios de interferencia (Lakatos et al,
2004), y que ademas ya se ha reportado que ayuda a la sobre produccion de proteinas
heterélogas en plantas (Arzola et al, 2011). Después, las bacterias se centrifugaron 20
minutos a 3,300 x g/temperatura ambiente (Figura 8: 3y 4) y luego se resuspendieron
en buffer de infiltracion (MES 10mM pH5.6, MgCl, 10mM, acetosiringona 150uM vy
Tween 20 0.01%) y se ajusté a una ODggonm igual a uno para ambas cepas (Figura 8:
5y 6. Luego se dejar6é de 3-5 h en incubacién, a temperatura ambiente, la suspension
de bacterias y se mezclaron en una proporcion 1:1 ambas cepas antes de la
agroinfiltracion (Figura 8: 7 y 8). Como control negativo se infiltré con el buffer de
infiltracién. Tres hojas de N. benthamiana se usaron para cada tratamiento (Figura 8:
8). Las hojas se cortaron del tallo de la planta, se lavaron a fondo, se sumergieron en
la suspension de bacterias y se colocaron en una camara de vacio. El vacio se ajusté
a 27" Hg durante 1-2 minutos y luego se liber6 rapidamente (Figura 8: 9). Una vez
infiltradas, las hojas se retiraron de la solucion y se dejaron a secar a temperatura
ambiente durante 45-60 minutos (Figura 8: 10). A continuacioén, se colocaron en una
caja de plastico con una capa de 2 cm de perlita empapada de agua (Figura 8: 11) y
se incubaron a 20 °C en la oscuridad por 6 dias (Figura 8: 12). La representacion

esquemaética del proceso de produccion de la proteina HN se puede ver en la figura 8.
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Figura 8. Esquema representativo del proceso de agroinfiltracion.
Se muestran los pasos que se siguieron para la expresion transitoria de la proteina HN en
hojas cosechadas de N. benthamiana, tal y como se referencia en el texto.

5.2- Extraccion, purificacion y cuantificacion de la proteina HN

expresada

Después de 6 dias post-infiltracién, la extraccion de la proteina HN se realizé
utilizando el buffer de fosfatos salino (PBS; 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10.1 mM,
Na,HPO4 y 1.8 mM KH,PO4, pH 7.4). Se afiadi6 PBS enfriado previamente a las
hojas agroinfiltradas en una proporcion de 10 pl de buffer por cada miligramo de
muestra fresca (10pl/mg). Las hojas fueron pulverizadas mediante mortero y pistilo en
condiciones de esterilidad y frio. Después de la homogenizacion de las hojas, se
sometié a centrifugacion a 10,000 x g durante 20 minutos/4 °C, y el sobrenadante fue
recolectado en un tubo estéril nuevo. La purificacion de la proteina HN se llevé a cabo
usando el kit comercial ANTI-FLAG® M2 Magnetic Beads (Sigma-Aldrich), debido a
gue la proteina recombinante posee en su extremo N-terminal la secuencia de
aminoacidos FLAG® (DYKDDDDK) en triplicado. La prueba directa de inmunoensayo
ligado a enzimas (ELISA) se utilizd para cuantificar la cantidad de proteina HN
expresada en plantas. Para ello, microplacas de 96 pozos se recubrieron con muestras
y controles negativos (extracto N. benthamiana sin HN) diluidos 1:5 en buffer PBS pH
7.4, asi como para cada microplaca se generé una curva patron (5000; 1666.7; 555.6;
185.2; 61.7; 20.6; 6.9; y 2.3 ng/ml) con la proteina de fusion C terminal FLAG-BAP™
(Sigma-Aldrich) diluida en PBS, la cual contiene el mismo motivo proteico que la
proteina HN (DYKDDDDK). Por cada pozo se cargaron 50 pl de cada muestra y
controles por triplicado y después se incubé durante 1h a 37 °C. La placa se lavé con

una mezcla de PBS-Tween20® 0,05% por cuatro veces para eliminar el exceso de
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muestras y controles. El bloqueo se consiguié mediante 15 minutos de incubacion con
leche sin grasa al 5% (Svelty) diluido en PBS. La placa se enjuagé nuevamente con
una mezcla de PBS/Tween 0,05%. Después, se afadié el anticuerpo anti-FLAG
conjugado con HRP (Sigma-Aldrich) diluido 1:2000 en PBS a cada pozo Yy
posteriormente la placa fue incubada a 37° C por una hora. La deteccion se realizé con
el sustrato TMB (3, 3, 5, 5' tetrametilbencidina (Sigma-Aldrich). Después de 10
minutos se detuvo la reaccion con 50 pl de HCI 1IN por pocillo y se midio
inmediatamente la absorbancia a 450 nm en un lector de microplaca iMark™ (Bio-Rad

Laboratories, Tokyo, Japan).

5.3- Precipitacion de proteinas

Como método alternativo para la purificacion parcial de la proteina HN se usé
la precipitacion de proteinas por Metanol/Cloroformo. Todas las muestras usadas
correspondian a 10ml de extracto de N. benthamiana filtrado (Millipore 0.22um, para
eliminar células de Agrobacterium) con la proteina recombinante (HN 1.1ug/ml), el cual
se liofilizé y resuspendié en 1ml de agua destilada (dH,0). Para la precipitacion se
tomo el mililitro de muestra anterior y se le afadieron 4ml de metanol, se mezcl6 por
vortex por 1 minuto y luego se afiadi6 1ml de cloroformo y de nuevo se mezclé por
vortex 1 minuto. Después se afadieron 3ml de dH,O y se homogeniz6 por vortex por 1
minuto. Inmediatamente después se centrifugé a 3,300 x g/5 minutos/20 °C (Hermle
Z383K). Una vez formada una capa fina (proteinas) entre la fase acuosa
(sobrenadante) y la fase hidrofébica, el sobrenadante se retir6 y se afiadié
nuevamente 4 ml de metanol. Luego se mezclé por vortex y se centrifugé a 3,300 x g/5
minutos/20 °C. Finalmente, se obtuvo una pastilla al fondo (proteinas) y el
sobrenadante se retirg sin tocar la pastilla, mientras que el solvente restante se elimin6
por evaporacion a temperatura ambiente. La pastilla seca se solubilizé en dH,O o en
buffer TBS y se cuantifico la cantidad de proteina HN mediante la técnica de ELISA

anteriormente descrita.

5.4- Separacion microsomal por centrifugacion

Para determinar si la proteina HN expresada en las células vegetales estaba
siendo capturada o retenida en fracciones microsomales (ej. reticulo endoplasmico) se
utilizé el protocolo planteado por Abas y Luschnig (2010) con algunas modificaciones.
Asi también, se buscé demostrar si al filtrar la muestra de N. benthamiana previo al
proceso de fraccionamiento se perdia proteina recombinante. En resumen, se tomaron
500ul de muestra filtrada (Millipore 0.22um) o sin filtrar, correspondiente a 50mg de

tejido vegetal y se mezcld por completo con 450ul de sacarosa (0.8M) y con 50pul de
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glicerol (5%). En orden de eliminar organelos grandes (gj. nucleo) y células integras, a
lo cual se denomind “debris”, se centrifugd a 2,000 x g/3 minutos/4 °C obteniéndose
una pastilla, la cual se resuspendié en 50ul de buffer PBS y se guardo6 a -20°C hasta
su andlisis, mientras que el sobrenadante se siguié usando en los pasos siguientes. El
sobrenadante del paso anterior, el cual contiene la fracciéon microsomal, se diluy6 en
un volumen de dH,O y se centrifugé a 10,000 x g/2 h/4 °C. Finalmente, se formaron
dos fracciones, una compuesta por proteinas solubles a la cual se denomin6
“sobrenadante” y la otra en forma de pastilla denominada como “microsomas”. Ambas
se separaron y almacenaron a -20°C hasta su analisis. La fraccion “microsomas” se
resuspendi6 en 50ul de PBS antes de almacenarse. Todas las fracciones se
analizaron mediante ELISA para determinar la concentracién de proteina HN en cada

una.

5.5- Expresion y purificacion de la proteina HN en plantas completas
de N. benthamiana.

5.5.1- Transformacion de Agrobacterium. Como primer objetivo particular se
planteé la transformacion de células competentes de Agrobacterium tumefaciens (cepa
GV3101) con dos diferentes construcciones de la proteina Hemaglutinin-
neuraminidasa (HN), tanto en su version nativa como una version modificada con dos
secuencias “tag” (His-tag y 54-tag) en la posicion C-terminal. Ademas, para la
construccion con secuencias tag se elimind la secuencia que codifica para un dominio
transmembranal y una cola citoplasmica, con lo que se pretendia obtener una versién
no-anclada o soluble (Figura 9). Las dos construcciones se clonaron en el vector
binario pTRACKc, entre secuencias promotoras y terminadoras 35S del virus del
mosaico de la coliflor (CaMV), asi como con una secuencia potenciadora (5’-UTR) de

la enzima chalcona sintetasa.
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pNDV 32-pTRAKc-HN

Figura 9. Esquema representativo, no a escala, de las construcciones utilizadas.

Para cada gene del NDV se utilizaron las secuencias cDNA de la cepa mexicana del NDV P05
(GenBank numero de acceso= HM117720). SP= péptido sefial hacia apoplasto; CT= cola
citoplasmica; TM= dominio transmembranal; HN ecto= ectodominio de la proteina HN; HIS6=
Histidina tag 6x; 54= secuencia 54 tag. Todas las construcciones son expresadas bajo el
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control del promotor constitutivo y del terminador 35S, del virus del mosaico de la coliflor
(CaMV), asi como de una secuencia potenciadora (5’-UTR) de la enzima chalcona sintetasa.

La transformacion de células de A. tumefaciens fue llevada a cabo mediante
electroporacién. En breve, células competentes fueron incubadas, en hielo, con 1ug de
DNA plasmidico correspondiente a cada una de las dos construcciones. Después
fueron transferidas a una cubeta de electroporacion fria y se les electroporé (2.5 kV,
constante de tiempo= 5.5-5.6). Inmediatamente, un mililitro de medio SOC (caldo
superéptimo; 2 % de triptona, 0,5 % de extracto de levadura, 10 mM de NaCl, 2,5 mM
de KCI, 10 mM de MgCl,, 10 mM de MgSO, y 20 mM de glucosa) se afadio y se dejo
incubar por 1 h a 28 °C/160 rpm. Después de eso, se inocularon cajas con medio YEB
(caldo extracto de levadura; 0.5% extracto de carne, 0.1% extracto de levadura, 0.5%
peptona, 0.5% sacarosa y 10 mM de MgSQO,) con antibiéticos (rifampicina 25ug/ml +
kanamicina 25ug/ml + carbencilina 50ug/ml) y se incubaron a 28 °C hasta que se
apreciaron las colonias. Una vez que colonias bien diferenciadas crecieron, se
tomaron cuatro colonias por cada construccion con una punta y se inocularon en cajas
de medio YEB con los mismos antibioticos, y se incubaron a 28 °C por 24 h. Al mismo
tiempo, cada colonia fue evaluada por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
mezclando la punta con la que se tomaron las colonias con una soluciéon de 25pl de
PCR Master mix (PCR buffer 1x; dNTP-mix 0.4mM; MgCl, 0.08mM; primers 0.4pM;
Taq polimerasa 0.1 U/ul). Luego, se corrieron las muestras en las siguientes
condiciones de PCR: Desnaturalizacion inicial 95 ©°C/3 minutos/1 ciclo;
desnaturalizacion 95 °C/0.5 minutos/30 ciclos; alineamiento 51 °C/0.5 minutos/30
ciclos; extension 72 °C/2.5 minutos/30 ciclos; y extension final 72 °C/5 minutos/1 ciclo.
Los productos de PCR se visualizaron al cargarlos en un gel de agarosa 1.2 % (Sub-
Cell® GT Cell, Bio-Rad) y correrlos a 120 V/20-40 minutos (PowerPac™, Bio-Rad).
Como control positivo y negativo se usaron DNA plasmidico de cada construccion y
PCR master mix, respectivamente. Después de eso, se tomaron imagenes de los
geles usando un transluminador con luz UV (Gel Doc™ EZ System, Bio-Rad).

Las colonias que amplificaron el tamafio de banda esperado para cada
construccioén, se inocularon en 5ml de medio YEB (kanamicina 25ug/ml + carbencilina
50ug/ml) y se incubaron 28 °C/160 rpm/24 h. Después, se afiadieron 5ml del mismo
medio al cultivo y se incubaron por 24 h maés. Finalmente, el cultivo de 48 h fue
centrifugado a 3,000 x g/10 minutos y la pastilla celular se resuspendié en 3ml de
medio YEB sin antibioticos. Se mezclé 1ml de cultivo con 400ul de glicerol 100% y se

guardaron los stocks de glicerol a -80 °C hasta su uso.
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5.5.2- Cultivo de Agrobacterium, infiltracion de Nicotiana benthamiana y
muestreo. Para la expresion transitoria de las diferentes construcciones (Figura 9) en
plantas de N. benthamiana (6-7 semanas de edad) se usaron los stocks de glicerol
guardados a -80 °C. Se inocularon ~100ul de cada agrobacteria transformada con
cada construccion en 5ml de medio YEB (kanamicina 25ug/ml + carbencilina 50ug/ml)
y se incubaron a 28 °C/160 rpm/24 h. Adicionalmente, se incubaron de igual forma una
agrobacteria transformada con el gen que codifica para la proteina rojo fluorescente
(rfp) como control interno para la infiltracién, y una agrobacteria con un gen que
codifica para una proteina de inhibicién de silenciamiento post-transcripcional (p19), la
cual se coinfiltré con las construcciones para incrementar la expresion de las proteinas
de interés como ya se menciond en el apartado 5.1. Pasadas las primeras 24 h de
incubacion, se reinoculé con ~200ul del cultivo en 20ml de medio PAM (medio para
Agrobacterium de peptona vegetal; 0.1% extracto de levadura, 0.5% peptona vegetal,
1% fructosa y 10 mM de MgSQO, ) con antibiéticos (kanamicina 25ug/ml + carbencilina
50ug/ml) y se incub6 en las mismas condiciones por 48 h. Pasado el tiempo de
incubacion, se centrifugaron las células a 3,000 x g/20 minutos, se descartd el
sobrenadante y el paquete celular se re-suspendié en medio de infiltracion (10mM
MES pH5.5; 2% sacarosa; 0.5g/L Ferty 2 Mega) hasta ajustar la densidad 6ptica (OD)
a 1.0 para cada construccion. Luego se afadio acetociringona (200uM) y se incub6 a
temperatura ambiente por 2 h. Previo a infiltrar las hojas de N. benthamiana, las
suspensiones de agrobacteria con la construccion HN se mezclaron 1:5 con la
agrobacteria con la construccion p19. La infiltracion se realiz6 con una jeringa de 1ml,
sin aguja, colocandola sobre el envés de la hoja y aplicando presion hasta que la
solucién de agrobacteria se infiltr6 en la hoja. Se infiltraron 5 hojas por planta con una
misma construccion + pl19, y se dejaron las plantas en condiciones controladas (22
°Clfotoperiodo 16 h luz) hasta su muestreo. El muestreo se realizé mediante la toma
de 5 discos de ~2cm de diametro (un disco por hoja) del dia 3 al 7 post infiltracion
(dpi). Las muestras se congelaron con nitrégeno liquido y se pulverizaron con ayuda
de un mortero, luego se colocaron en viales de ~100mg de muestra por tubo y se
mantuvieron a -80 °C hasta su andlisis.

5.5.3- Andlisis de expresion por Dot blot y Western blot. En orden de
evaluar la cinética de expresion de las diferentes proteinas de interés, se desarrollaron
métodos de deteccion basados en el uso de anticuerpos. El primer analisis se hizo
mediante Dot blot y Western blot. Para ello, las muestras se resuspendieron con PBS
pH7.4 o en buffer de carga SDS (SDS-LB: SDS 4%, Glicerol 30%, betamercapto

etanol 10% y azul de bromofenol 1%) y luego se evaluaron por dichos métodos. Dado
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que se parti6 de la misma cantidad de peso fresco de hoja (100mg) para cada
construccién evaluada, no se determiné la cantidad de proteina total. Para el caso del
Dot blot, 3ul de muestra se cargaron en una membrana de nitrocelulosa (Millipore
0.45um), se dej6 secar, y luego se bloqueo6 con proteina de leche al 5% en PBS por 30
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se incub6 la membrana con un
anticuerpo monoclonal de raton anti-54-tag (Fraunhofer-IME) (1:1,000) o con un
anticuerpo policlonal de pollo anti-NDV (Abcam, cat#34402) (1:5,000) por 1 h a
temperatura ambiente. Después, se incub6 1 h con anticuerpos secundarios
conjugados con fosfatasa alcalina, adecuados para cada anticuerpo primario, cabra
anti-ratbn (Abcam, cat#6790) (1:5,000) y conejo anti-pollo (Jackson Immuno
Research, cat#303-055-003) (1:20,000). Para el revelado de la membrana se usoé
sustrato de fosfatasa alcalina (5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate (BCIP)/nitro blue
tetrazolium (NBT) (Sigma-Aldrich) (1:100) de 10 a 30 minutos. Entre cada incubacién
se lav6 la membrana 3 veces por 5 minutos con PBS-T (Tween 20® 0.05%). Para el
Western blot, las muestras se corrieron en un gel de poliacrilamida con SDS (SDS-
PAGE) al 12% a 200V por 45 minutos (Bio-Rad), y se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa (Millipore 0.45um) por 60 minutos a 100V (Bio-Rad). Una vez transferidas
las proteinas a la membrana, esta se incubé de la misma manera que con el Dot blot.
Las membranas de Western y Dot se escanearon y se analizaron visualmente, de
acuerdo a la intensidad de la banda o punto, respectivamente.

5.5.4- Expresion a mayor escala. Una vez que se determind la mejor
condicion de expresion para la proteina HN-tag, mediante los ensayos antes
mencionados, se procedid a cultivar las agrobacterias correspondientes a HN-tag, asi
como la agrobacteria que contenia el gen para la proteina p19. El cultivo se realiz6
como en los ensayos anteriores, a diferencia de que se aumento el volumen a 5 litros
en total de suspension bacteriana, a una OD= 0.5 una vez mezclada con la
agrobacteria con p19. La infiltracion de las hojas de N. benthamiana se hizo asistida
con vacio en un total de 10 plantas (5-6 semanas de edad) por proteina de interés.
Una vez infiltradas, las plantas se colocaron a temperatura controlada hasta por 5 dias
post infiltracidn, para luego cosechar las hojas y guardarlas a -80°C hasta el proceso
de purificacion.

5.5.5- La purificacién mediante cromatografia de afinidad con metales
inmoviles (IMAC). Se llevé a cabo con el kit de Bio-Rad (Bio-Scale Mini Profinity
IMAC) y se us6 segun las indicaciones del fabricante. Esta fundamentado en la afinida
que tienen proteinas con una secuencia de 6 histidinas, como nuestra proteina HN-

tag, la cual contiene una secuencia de 6 histidinas (His-tag) en su extremo C-terminal,
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hacia metales inmovilizados en una superficie quelante. El ligando quelante puede ser
cargado con metales en transicion como Cu®*, Ni**, Co®" o Zn**. Las concentraciones
usadas de imidazol (0, 20 y 40mM; para auxiliar en reducir las interacciones no
especificas de otras proteinas) y de NaCl (0.5, 1 y 2M; para reducir efectos de iones
no especificos) se diluyeron en buffer PBS pH8. Al momento de la dilucion de
muestras con PBS y NaCl, estas se incubaron por 30min en hielo y después se
centrifugo a 40,000 x g/20 minutos, se recuperd el sobrenadante y se descart6 el
precipitado. Todas las muestras fueron filtradas por un filtro de 0.45um (Millipore
Ireland Ltd., Cork, Ireland) antes de cargarse en la columna IMAC. La columna
Profinity IMAC se lavo 3 veces con agua destilada y posteriormente se equilibré con 5
volumenes de acetato de sodio 50mM-NaCl 0.3M pH4. Despues se cargaron 5
volumenes de los diferentes iones metélicos (Cu®*, Ni** o Zn®*") y luego se lavé con 5
volumenes de acetato de sodio 50mM-NaCl 0.3M pH4 para eliminar el exceso de
iones. Finalmente, se lavé con 10 volumenes de agua destilada y se equilibré con PBS
pH8. Se cargaron y eluyeron las diferentes muestras con las diferentes
concentraciones de imidazol y NaCl que se mencionan arriba. Posteriormente las
muestras (fraccion eluida, flujo y carga) fueron analizadas mediante Western blot, bajo
las condiciones mencionadas en el apartado 5.5.3 y las membranas se escanearon y
se analizaron visualmente, de acuerdo a la intensidad de la banda. No se realiz6
ensayo de Bradford para determinar concentracion de proteinas, ya que las muestras
con imidazol no son compatibles para tal ensayo, y ademas de que todas las muestras

usadas provenian de un homogenizado de tejido vegetal comun.

5.6- Virus recombinante NDV cepa P05 (rNDV-P05)

Todos los experimentos fueron llevados a cabo con una version recombinante
del virus de la enfermedad de Newcastle (rNDV-PO05), la cual se generé a partir de la
cepa velogénica mexicana APMV1/Chicken/México/P05/2005 (Absalon et al 2012;
Garzon- Morales et al 2013) y que para nuestro estudio se obtuvo a partir de una
vacuna comercial a virus vivo (Investigacion Aplicada, S.A. de C.V., Tehuacan,
México). Para concentrar y clarificar el virus, un vial de la vacuna fue diluido en 50ml
de PBS y se centrifugd a 3,300 x g/4°C por 20 minutos (Hermle Z383K; Hermle
Labortechnik GmbH, Wehingen, Germany). Después, el sobrenadante fue esterilizado
por filtracién (0.22 uym; Millipore Ireland Ltd., Cork, Ireland) y el virus fue concentrado
por ultracentrifugacion a 150,000 x g/4°C por 6h (Beckman Coulter Optima™ max- xp;
Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, USA) sobre una solucién 20% de sacarosa estéril. El

sobrenadante se desechd y el virus contenido en la pastilla del fondo se resuspendio

51



en 200ul de PBS y su concentracion y actividad se determind mediante un ensayo de
hemaglutinacion. Para determinar el pH optimo de actividad hemaglutinante del virus,
soluciones de PBS a diferentes pH (3, 5, 7.4 y 9) fueron preparadas previamente y se
usaron para resuspender el virus después del proceso de ultracentrifugacion. Para
evaluar la temperatura optima, el virus fue diluido en PBS pH 7.4 y se incub6 a 22, 37,
42, 60y 80 °C durante 2h.

5.7- Ensayo de hemaglutinacion

La concentracion del virus y la actividad hemaglutinante se determinaron a
partir de 25ul de rNDV-PO05, incubando diluciones seriales dobles de la muestra en
placas de 96 pozos con fondo “U” con 1% de eritrocitos de humano durante 45min a
temperatura ambiente. Los resultados fueron expresados como unidades de
hemaglutinacién (HU), donde una HU representa la dilucion mas alta del virus donde
se observe hemaglutinacion es decir, se forme una especie de red entre los eritrocitos
evitando la sedimentacién de los mismos. Como control positivo y negativo se usaron
una vacuna polivalente de influenza (Flu) y PBS, respectivamente. El mismo protocolo
se sigui6 para determinar la actividad hemaglutinante de la proteina HN expresada en
plantas de tabaco.

5.8- Identificacion de las proteinas virales

Un volumen de 5ul de una muestra del virus concentrado a 10,000 HU/ml fue
resuelta por 45-60 minutos a 150V por electroforesis en 10% gel de poliacrilamida-
sulfato dodecil de sodio (SDS-PAGE) usando un sistema Mini Protean lll (Bio- Rad
Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA) y luego se tifié con colorante Coomasie blue R-
250 para su interpretacion visual como se ha reportado previamente (Gallagher, 2011).
Brevemente, el gel se cubri6 con colorante Coomasie blue 0.1%, disuelto en acido
acético 10%, durante 30 minutos en agitacion suave (50 rpm). Luego se lavé 3X con
agua destilada por 5 minutos y finalmente se dej6 24 h en agua destilada, se escane6

y analiz6 visualmente.

5.9- Cultivo de lineas celulares

Las células tumorales fueron donadas amablemente por el Dr. Pablo Ortiz (HL-
60 y HCC1954; CIBO, Guadalajara), Dra. Susana del Toro (HelLa; CUCS,
Guadalajara) y Dr. Daniel Cervantes (A549 y HepG2; UAA, Aguascalientes). Las
lineas celulares de humano HelLa, que es un adenocarcinoma de cérvix positivo para
virus de papiloma humano serotipo 18, y HepG2, un hepatoblastoma fueron cultivados
en medio DMEM (Dubelco’s Modified Eagle Medium; Gibco, Grand Island, NY, USA)
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suplementado con 1g/l de glucosa, 4mM de L-alanil-glutamina, 10% de suero fetal
bovino inactivado por calor (FBS; Gibco), 50Ul/penicilina y 50ug de estreptomicina
(Sigma-Aldrich Israel Ltd., Rehovot, Israel); mientras que las lineas celulares de
humano HCC1954 (un carcinoma de glandula mamaria), HL-60 (leucemia
promielocitica) y A549 (carcinoma de pulmon) fueron cultivadas en medio RPMI-1640
(Roswell Park Memorial Institute 1640; Sigma-Aldrich) suplementado con 2g/l de
glucosa, 2mM de L-glutamina, 25mM de HEPES, 10% de FBS (Gibco), 50Ul/penicilina
y 50ug de estreptomicina (Sigma-Aldrich) a 37°C y 5% de CO, en una atmosfera con
alta humedad. Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) fueron
obtenidas de donantes sanos, previo consentimiento por escrito de los donantes,
mediante centrifugacion en gradiente de densidad Ficoll-Hypaque (Lymphoprep™;
Axis- Shield PoC AS, Oslo, Norway) a 832 x g por 20 minutos. Las células contenidas
en el anillo de la interfase entre Ficoll y suero fueron colectadas y lavadas tres veces
con PBS pH 7.4. La suspension celular fue liberada de eritrocitos incubandola en
75mM de NH,4CI por 5 minutos, después las PBMC se lavaron dos veces en PBS y se
cultivaron en medio RPMI-1640 suplementado. Para determinar el nimero de células y
la viabilidad celular se determind con el ensayo de tincidn por exclusion con azul tripan
0.1%, tomando 20yl de la solucién celular y mezclandola con 60ul de azul tripan, luego
se colocaron 10ul de la mezcla en un hemocitometro (Hausser Scientific, Horsham,
PA, USA) y contabiliz6 visualmente en microscopio (Swift Instruments International,
Japén) con un aumento 200X. Las células que se tifieron se contabilizaron como
muertas y las que no como vivas. La cantidad de células se determin6 con la siguiente
formula: numero de células= (promedio del conteo de los cuatro
cuadrantes)*(10,000)*(factor dilucion células:azul tripan)*(volumen suspension célular).
El porcentaje de viabilidad se determiné mediante la relacion entre células vivas sobre

células totales por cien, y solo se usaron células con un porcentaje de viabilidad >95%.

5.10- Deteccion de apoptosis

La capacidad del virus para inducir muerte celular programada (apoptosis),
sobre las lineas celulares evaluadas, fue determinada siguiendo las instrucciones de
un kit comercial (Cell Death Detection ELISApys; Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germany) de inmunodeteccion ligado a enzima (ELISA) para deteccién de
fragmentos de ADN asociados a histonas (nucleosomas) en el citoplasma, como un
indicador de proceso de apoptosis tardio. En breve, las células tumorales y las PBMC
fueron sembradas en una placa de 96 pozos, con 1x10* células/pozo en 200ul del

medio correspondiente durante 24 y 48h en presencia (10 o 50HU) o ausencia (PBS,
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control vehiculo) de rNDV-P05. Después del co-cultivo, las células fueron lisadas y
centrifugadas a 200 x g/10min (Eppendorf 5415C; Eppendorf, New York, NY, USA), y
el sobrenadante (fraccién citoplasmatica) fue evaluado para la deteccion de
nucleosomas por ELISA. Brevemente, en una placa de 96 pozos, se mezclaron 20ul
de muestra con 80ul de una solucién con anticuerpos anti-ADN y anti-histona y se
incubaron por 2 h a 250 rpm a temperatura ambiente, luego se lavo cada pozo 3 veces
por 5 minutos con solucién de lavado y finalmente se anadié sustrato para la enzima
HRP (peroxidasa de rabano) por 10 minutos y se leyo la placa de ELISA a 405nm en

un lector iMark™

(Bio-Rad). Los niveles de apoptosis fueron calculados como el factor
de enriquecimiento (EF) de nucleosomas liberado en el citoplasma como sigue: EF=
ODyosnm del grupo tratado/ODgosnm Células no tratadas (control PBS). Las diferencias

entre grupos se determind en base al incremento en los valore de EF.

5.11- Estimulacion de PBMC y cuantificacion de citocinas

Para la estimulacion de PBMC, 1x10° células fueron sembradas en placas de
24 pozos con 1ml de medio RPMI-1640 suplementado. Después de 4-6 h de
aclimatacion, las células fueron co-cultivadas con rNDV-P05 (10 y 20HU) o con un
volumen equivalente de PBS (control vehiculo) por 24h. Como grupo control positivo,
5ug/ml de lipopolisacéarido (LPS; Sigma-Aldrich) fue afiadido a la misma cantidad de
células y co-cultivado por el mismo tiempo. Después de la estimulacion, el
sobrenadante sin células de todos los grupos se guardo a -80 °C hasta su utilizacion.
Para medir la concentracion de IFN-a, IFN-y, TNF-a y TRAIL en el sobrenandante
de PBMC co-cultivadas como se menciond, se usaron kit comerciales de ELISA
[human IFN- a platinum (eBioscience, Vienna, Austria); human IFN-y (Thermo Fisher
Scientific, Inc., Waltham, MA, USA); human TNF-a (Life Technologies, Merelbeke,
Belgium); human TRAIL (CD253; Abcam, Cambridge, UK)]. Para IFN-a, se usaron
placas de 96 pozos con un anticuerpo anti-IFN-a adsorbido al pozo y se anadieron
20ul de muestra y 80ul de buffer de carga (factor de dilucion= 5) por pozo en
duplicado, como blanco se usaron 100ul de buffer de carga. Luego se colocaron 50pl
de otro anticuerpo anti-IFN-a conjugado con HRP (peroxidasa de rabano), se
incubaron por 2 h a temperatura ambiente y agitaciéon 250 rpm. Luego se descart6 el
contenido y lavé cada pozo con 250ul de buffer de lavado en tres ocasiones por 5
minutos cada una. Finalmente, se afiadieron 100yl de sustrato para peroxidasa y se
incubo6 a temperatura ambiente por 10 minutos, se detuvo la reaccién con solucion de

paro y se le ley6 a 450nm (655nm como referencia).
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Para TNF-a, TRAIL e IFN-y, se usaron placas de 96 pozos con un anticuerpo
especifico para cada citocina adsorbido al pozo y se afiadieron 50-100ul de muestra
por pozo por duplicado. Como blanco se us6 el mismo volumen pero de buffer de
carga. Después, se afadieron 50-100ul de un anticuerpo biotinilado especifico para
cada citocina y se incubd a temperatura ambiente a 250 rpm por 2-3 h. Luego, se
descarto el contenido y se lavo 3 veces con 250yl de buffer de lavado por 5 minutos
cada vez. Posteriormente, se colocaron 50-100ul de estreptavidina (tiene gran afinidad
por la biotina) conjugada con HRP y se incubd por 30 minutos. Se descartd el
contenido y se lavé 3 veces con 250ul de buffer de lavado por 5 minutos cada vez.
Finalmente, se afadieron 100pl de sustrato para peroxidasa y se incubo a temperatura
ambiente por 10-30 minutos, se detuvo la reaccion con solucién de paro y se le ley6 a
450nm (655nm como referencia). Cada kit contenia soluciones con concentraciones
conocidas de cada citocina, con las cuales se desarroll6 una curva estandar siguiendo
los mismos procedimientos que para las muestras y los blancos. La concentracion de
cada muestra se determiné usando la férmula de la curva y multiplicando por el factor
de dilucién (cuando aplicd). La curva estandar para cada kit y la formula de la curva se
presentan en el anexo Il. La absorbancia de cada ensayo de ELISA se midi6 usando
un lector de placas iMark™ (Bio-Rad).

5.12- Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa-mediante

transcripcién reversa (RT-qPCR)

Las PBMC fueron estimuladas como se describe en la seccién anterior, a
diferencia de que el co-cultivo con rNDV-PO5 o controles positivo/negativo fue por 4 h.
El ARN fue aislado de todos los grupos usando un kit comercial Allprep RNA/protein
(Qiagen GmbH, Hilden, Germany) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Brevemente, 1x10° de PBMC se lisaron con 200ul de buffer de lisis por 5 minutos.
Luego se cargé la solucion lisada en una columna AllPrep y se centrifugd 1 minuto a
16,000 x g. Luego se afadieron 350yl de buffer RLT y se centrifugd 1 minuto a 16,000
x g. Después, se colecto la solucidén que paso por la columna y se le anadié 350ul de
etanol 70% y se mezcld vigorosamente. El volumen total (700ul) se colocd en una
columna RNeasy y se centrifugé 30 segundos a 16,000 x g. Para lavar la columna, se
afiadié a la columna 700ul de buffer RW1 y se centrifugd 30 segundos a 16,000 x g.
Nuevamente para dar otro lavado a la columna se anadié 500ul de buffer RPE y se
centrifugd dos ocasiones por 30 segundos a 16,000 x g. Finalmente, la columna se

colocd en un tubo nuevo y estéril de 1.5ml y se anadieron 30yl de agua libre de
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ARNasa y se centrifugé 1 minuto a 16,000 x g, los 30ul contenian el ARN total puro.
Todos los pasos se realizaron a temperatura ambiente.

El ARN fue cuantificado con un NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo
Fisher Scientific, Inc) usando la relacion Abs260/280 y solo las muestras con una
relacion >1.8 fueron usadas. Cincuenta ng de ARN fue retrotranscrito a ADN
complementario (ADNc) usando el kit SuperScript™ [l Reverse Transcriptase
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Brevemente, en un volumen de reaccion de 20ul se
agregaron los siguientes componentes: 1ul oligo (dT) 500ug/ml; 50ng ARN total (el
volumen afiadido dependia de la concentracion de cada muestra); 1yl 10mM dNTP
Mix; agua destilada estéril (el volumen dependia para cada muestra). Se mezcl6 a 65
°C por 5 minutos y se enfrié rapidamente en hielo. Luego se anadieron 4ul 5X First-
Strand buffer y 2ul 0.1M DTT, se mezclé gentilmente y se incubd por 2 minutos a 42
°C. Después se afiadieron 1ul (200 unidades) de SuperScript™ Il RT y se mezcl6 por
pipeteo suave. Finalmente, incubd por 50 minutos a 42 °C por 50 minutos y se inactivo
la reaccién calentando a 70 °C por 15 minutos. Luego 100ng de ADNc fueron usados
como templado para qPCR de acuerdo a las indicaciones del kit SYBR- Green
technology (Bio- Rad). Todos los experimentos de gPCR se llevaron a cabo en un
sistema 7500 Fast Real Time PCR Applied Biosystems V2.0. Los oligonucle6tidos
especificos para los genes de TNF-a (ID: 25952110c1), IFN-a (ID: 11067751al),
IFN-vy (ID: 56786137cl), TRAIL (ID: 300193031cl) y B- actin (ID: 4501885al) (Tabla
2) fueron elegidos del Primer Bank (https://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/) y se
usaron a una concentracion final de 120 (TNF-a y IFN- a) o 200nM (IFN-vy, TRAIL y

B- actin). Las condiciones de los ciclos fueron: una desnaturalizacion inicial a 95 °C
por 3 minutos, luego desnaturalizacion a 95 °C por 10 segundos, alineacién a 60 °C
(TNF-a, IFN-vy, TRAIL y 8- actin) y 59 °C (IFN- a) por 30 segundos durante 40 ciclos.
La expresion del gen de interés se reportd como el cambio del incremento relativo a la
sefial normalizada al gen de - actin a través del método AACq (Schmittgen y Livak,
2008).

Tabla 2. Oligonucleotidos usados para cuantificacion de la expresion de diferentes
genes de citocinas.
F, forward; R, reverse.

Gen #Acceso Oligonucleotidos (5'>3’)
GenBank
TNF-a NM_000594 F: CCTCTCTCTAATCAGCCCTCTG
R: GAGGACCTGGGAGTAGATGAG
IFN-a NM_000605 F: GCTTGGGATGAGACCCTCCTA
R: CCCACCCCCTGTATCACAC
IEN-y NM_000619 F: TCGGTAACTGACTTGAATGTCCA
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R: TCGCTTCCCTGTTTTAGCTGC

TRAIL NM_001190942 F: TGCGTGCTGATCGTGATCTTC
R: GCTCGTTGGTAAAGTACACGTA
B-actin NM_001101 F: CATGTACGTTGCTATCCAGGC

R: CTCCTTAATGTCACGCACGAT

5.13- Cultivo de la linea celular 4T1 para el modelo de cancer de
mama.

Para el presente protocolo se compré y utilizé la linea celular 4T1 (ATCC®
CRL-2539™), la cual deriva de un tumor de mama de ratén Balb/cfC3H y simula al
cancer de mama fase IV en humanos (Pulaski y Ostrand-Rosenberg, 1998). Se
sembraron, a partir de viales en congelacion, 1x10° células en un frasco de 25cm? con
5ml de medio RPMI-1640 modificado con 2 mM L-glutamina, 10 mM HEPES, 1 mM
piruvato de sodio, 4,500 mg/l glucosa y 1,500 mg/l sodium bicarbonate (ATCC® 30-
2001™) y suplementado con suero fetal bovino inactivado por calor (FBS; Gibco, NY,
USA) al 10%, 50 IU/penicilina y 50ug/ml estreptomicina (Sigma-Aldrich, Israel). El
cultivo se realizé en condiciones de humedad alta a 37 °C en una mezcla de aire con
CO, 5%. Las células se subcultivaron 2-3 veces por semana y la confluencia se
mantuvo no mayor al 70% durante su cultivo. Para la induccion de los tumores en los
ratones, las células se cosecharon retirando el medio RPMI-1640 suplementado y
lavandolas tres veces con PBS pH7.4 estéril, luego se afiadié 1ml de EDTA 0.5mM vy
se incubaron 5 minutos en las condiciones normales de cultivo mencionadas antes.
Después de eso las células desprendidas se resuspendieron en 4ml de medio RPMI-
1640 suplementado y se centrifugaron por 10 minutos a 832 x g/4 °C (Hermle Z383K).
Enseguida se descart6 el sobrenadante y se resuspendio la pastilla de células en 1mi
de PBS pH7.4 estéril y se contabilizaron usando tincion con azul tripan y un
hemocitometro, como se explica en la seccién 5.9. Para todos los experimentos se
utilizaron células con una viabilidad >95%. Se concentraron las células a 1x10%ml en
PBS pH7.4 estéril y se mantuvieron frias por no més de 1 h antes de inyectarse en los

animales.

5.14- Induccién del tumor y seguimiento de su crecimiento

Para el modelo se utilizaron ratones (Mus musculus; cepa Balb/cCAnNHsd)
hembras con 7-8 semanas de edad. Todos los experimentos se realizaron bajo la ley
interna de cuidado animal de la Universidad Autonoma de Aguascalientes (UAA). Los
ratones sanos (libres de patégenos especificos) se compraron a la empresa Envigo

RMS S.A. de C.V. Los ratones se mantuvieron en el bioterio de la UAA bajo
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condiciones de luz y temperatura controladas. Tanto el alimento (2018 Teklad Global
18% Protein Rodent Diet, Harlan, Lyon, France) como el agua se proporcionaron ad
libitum. El material de cama (aserrin) fue esterilizado antes de su utilizacion. Los
animales se pesaron usando una balanza digital (A&D, Co. Japoén) y el peso de los
animales se registré dos veces por semana durante todo el experimento. La induccion
de tumores se llevd a cabo inyectando con una jeringa para insulina (Ultra-Fine,
Becton Dickinson, NJ, USA.) 50ul de la solucion celular a 1x10%ml (5x10* células en
total), via subcutanea en la cuarta glandula mamaria izquierda, justo debajo del pezon.
Una vez inducido el tumor, se realiz6 la medicién del tumor primario dos veces por
semana registrando el largo y ancho del mismo, usando un Vernier digital (Milomex
Ltd. UK). El tamafio del tumor se reporté6 en mm® como Volumen Tumor (VT) y se
calculé como sigue: VT= (largo*ancho?)/2. Todos los procedimientos que implicaron la
aplicacion de inyecciones en los animales se hicieron en condiciones de asepsia y

anestesia sistémica.

5.15- Tratamiento in vivo con rNDV-P05

El virus se purifico y concentr6 como se describié a detalle anteriormente. Se
aplicaron dos modelos de tratamiento, uno via intratumoral (IT) y otra via sistémica (S)
a través de la vena de la cola. A cada grupo tratado con el virus se asignd su
respectivo grupo control, en el cual se inyecté por la misma via, pero solo el vehiculo
en el que se resuspendio el virus, es decir PBS pH7.4 estéril. Para los dos grupos
tratados con el virus, IT y S, se inyectaron 1,000HU de rNDV-P0O5 en 50ul de PBS. La
aplicacion del tratamiento se realizé un total de tres veces en intervalos de siete dias.
Al dia post induccién del tumor (DPIT) 28 todos los animales fueron sacrificados con
una sobredosis de éter. La linea del tiempo de los modelos se describe

detalladamente en la figura 10.
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Figura 10. Esquema representativo del modelo tumoral 4T1 en ratén Balb/c.

La induccién del cancer de mama (DPIT 0) se realiz6 inyectando via subcutanea (S.C.) en la
cuarta glandula mamaria izquierda 5x10* células 4T1 en un volumen de 50ul. Los DPIT 7, 14 y
21 se aplicaron los tratamientos, 1,000HU rNDV o control (PBS), tanto para el modelo de
administracion sistémico como intratumoral. El DPIT 28 se realizé el sacrificio de los animales
que habian sobrevivido. Cada grupo se inicid con una n=8. DPIT= dias post induccién de
tumor.

5.16- Determinacion del peso del tumor, indice del bazo y metastasis
en pulmén

Durante el sacrificio de los animales en el DPIT 28, se determinaron diferentes
factores que revelan si el tratamiento con el virus tiene efecto sobre el peso del tumor,
el indice del bazo y la presencia de metastasis en pulmén. En el caso del tumor, se
pesd y se comparé entre grupos control y tratados con rNDV-P05, ademas se
determiné el porcentaje de inhibiciéon tumoral de la siguiente forma: (media del peso
del tumor del grupo control — media del peso del tumor del grupo tratado)/ media del
peso del tumor del grupo control X 100. Los o6rganos (pulmén y bazo) fueron
extirpados en condiciones de asepsia y esterilidad durante el sacrificio y procesados
de inmediato. Para calcular el indice del bazo de cada animal, se registré el peso del
6rgano y se determind el indice usando la siguiente formula: indice del bazo (%)= peso
del bazo/ peso corporal X 100. Finalmente, para comprobar la presencia de metéstasis
en pulmon se colect6 el 6rgano en PBS estéril y con la ayuda de pinzas y un bisturi se
cortd en pequefios pedazos, y se lavaron 3 veces con PBS estéril. Después se
colocaron los pedazos del érgano en 5ml de una solucion 1mg/ml de Colagenasa IA
(Sigma-Aldrich) y se incubaron por 45min a 37 °C con agitacion suave.

Inmediatamente después se afiadieron 5ml de PBS para un volumen final de 10ml y se
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paso el tejido a través de una malla de nylon con un poro de 70um, ejerciendo presion
con un pistilo plastico. Esto permitio separar células individuales del tejido previamente
digerido con la colagenasa. La suspension celular posteriormente se centrifugé 10
minutos a 832 x g a temperatura ambiente. El sobrenadante se desechd y la pastilla de
células se lavo resuspendiendo en 5ml de PBS estéril. Este procedimiento se repitid
dos veces mas. Finalmente la pastilla de células se resuspendié en 5ml de medio
RPMI-1640 suplementado, como se indicO en la seccion de cultivo celular, y se
sembré en 2ml del mismo medio en placas de 6 pozos pero con el afiadido de 6-
tioguanina 60uM (Sigma-Aldrich), el cual funciona como agente selectivo ya que es
téxico para células normales, mas no asi para la linea tumoral 4T1. Las células se
mantuvieron en condiciones de humedad alta a 37 °C en una mezcla de aire con CO,
5% durante 7 dias, que fue cuando se observé la aparicién de colonias clonogénicas
metastaticas 4T1. Para cuantificar las colonias de células 4T1, una vez transcurrido el
periodo de cultivo, se retiré el medio y se fijaron las células con 1ml de metanol frio
durante 10min a 4 °C. Luego, se retird el metanol y se lavé con 5ml de agua destilada,
y se afadieron 0.5ml de colorante cristal violeta 0.1% y se dejo tifiendo por 5min a
temperatura ambiente para después retirar el colorante y lavar con 5ml de agua
destilada el exceso de colorante. Se dej6 secar las placas a temperatura ambiente y
se registr6 el numero de colonias clonogénicas metastasicas 4T1 como las colonias

que se tornaron violeta para cada grupo.

5.17- Analisis estadistico

Los datos se representan como la media terror estandar de al menos tres
ensayos independientes. Todos los analisis fueron realizados con el software
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Para los ensayos en
los que la comparacion se hizo entre dos grupos o condiciones, los andlisis
estadisticos fueron realizados mediante prueba t-Student no pareada de dos colas con
un intervalo de confianza del 95%. Cuando se compararon varios grupos o
condiciones respecto a un grupo o condicién control (rNDV vs control en los ensayos
de apoptosis y ensayo de hemaglutinacion del rNDV a diferentes valores de pH), se
uso una prueba ANOVA de una via con una prueba Dunnett con un intervalo de
confianza del 95%. El peso del tumor, el porcentaje de inhibicién del tumor, el indice
del bazo y la metastasis en pulmoén se compararon mediante la prueba no paramétrica
Mann-Whitney de dos colas con un intervalo de confianza del 95%, ya que los datos

no presentaban una distribucién normal. Un valor p<0.05 fue considerado significativo.
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6- RESULTADOS.

6.1- Expresion, purificacion y evaluacion de la actividad de la

proteina HN de hojas de N. benthamiana

Se produjo de manera transitoria en hojas de N. benthamiana la proteina HN
del NDV en un periodo de 6 dias. La productividad alcanzada en ese periodo de
tiempo fue de ~1pg/ml 6 ~15mg/kg de peso fresco, de acuerdo al ensayo directo de
ELISA. Sin embargo, al momento de purificar la proteina recombinante con el kit ANTI-
FLAG® M2 Magnetic Beads solo se logr6 obtener un rendimiento de 4.5 +0.6%.

Por otro lado, con el fin de establecer la actividad biolégica de la proteina HN
expresada en plantas, se realizd6 un ensayo de hemaglutinacion para establecer las
unidades HU de la porteina HN purificada. Se evalu6 un extracto crudo de N.
benthamiana que no expresa la proteina HN (NC), la proteina HN purificada (~1ug) y
liofilizada (pHN) resuspendida en 25pl de PBS y como control positivo una vacuna
comercial del virus vivo del NDV (cepa B1; Laboratorios Maver, México). Los
resultados se pueden ver en la figura 11A, que indica la HU en el orden de 128 para
NDV y 16 para pHN, para el ejemplo que se muestra. Cabe sefialar que el ensayo se
repitid 3 veces por duplicado (n= 6) para cada muestra, mostrando 24 HU en promedio
para pHN, y 149 HU en promedio para NDV (figura 11B). La muestra NC no mostro

ninguna actividad de hemaglutinacion.

A

NDV

NC

pHN

1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 1/1024 1/2048 PBS
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Figura 11. Ensayo de hemaglutinacion para la HN producida en hojas cosechadas de
tabaco.

A) Se usaron eritrocitos de humano al 1% para analizar la actividad de hemaglutinacion de la
proteina HN expresada, donde NDV) virus vivo de la enfermedad de Newcastle (cepa B1;
Laboratorios Maver, México), como control positivo; NC) extracto (sin HN) de planta de N.
benthamiana como control negativo; pHN) proteina HN purificada y concentrada por
liofilizacién. Los triangulos negros sefialan la maxima dilucion en la que se observa
hemaglutinacién, lo cual corresponde a una unidad de hemaglutinacién (1HU). Los nimeros
inferiores indican el orden de dilucion. B) Gréafico del inverso del titulo para cada muestra usada
en el ensayo de hemaglutinacion. El ensayo se realiz6 de manera independiente 3 veces y por
duplicado cada muestra (n= 6) y cada barra representa la media + error estandar.

6.2- Precipitacion de proteinas

Debido a que durante el proceso de purificacion con el kit comercial ANTI-
FLAG® M2 Magnetic Beads no se obtuvieron porcentajes altos (4.5 +0.6%) de
proteina HN pura, se opt6 por probar diferentes protocolos para la purificacion parcial
o total de la proteina recombinante. EI método que se emple6é dada su simpleza y
rapidez fue el de precipitacién por metanol/cloroformo. En este se pretendio evaluar la
cantidad de proteina HN una vez precipitada y resuspendida en dH,O o en buffer TBS.
También se evalud si una vez precipitadas las proteinas, al filtrarse (0.22um), se
perdia significativamente proteina recombinante durante el proceso de filtrado. Los
resultados se esquematizan en la figura 12. Se observa que durante el proceso de
precipitacion se logré obtener 3.8 +0.2ug cuando se resuspendia el precipitado
proteico en dH20 vy, 5.6 +0.1ug cuando se resuspendia en TBS (de los 11ug iniciales
de proteina HN). Sin embargo al filtrar ambas soluciones, HN+dH,O y HN+TBS, se
observé una disminucién de 11 y 71 veces en la cantidad de proteina HN en la
solucion, respectivamente (Figura 12). Por otro lado, la obtencién por este protocolo

fue superior a lo obtenido con el sistema ANTI-FLAG® M2 Magnetic Beads, ya que
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con este Ultimo apenas se logré recuperar un 4.5 £0.6% de proteina recombinante, en
contraste a un 34.4 +1.7% y 51.3 +0.9% (considerando 11ug de proteina HN inicial)
obtenido al precipitar con metanol/cloroformo y resuspendiendo al final con dH,O o
TBS, respectivamente. Sin embargo, al momento de evaluar la actividad de la proteina
HN precipitada, mediante un ensayo de hemaglutinacion, los resultados muestran que
la actividad aglutinante de la proteina se perdié por completo (Figura 13), indicando
que a pesar de que se obtienen niveles mas elevados de recuperacion, la proteina
obtenida no es biolégicamente activa, lo cual impide la valoracion de la actividad
antitumoral e inmunoestimuladora. En la figura 13 se muestra como para la vacuna
comercial (NDV B1) se obtuvo un titulo de 1:128, mientras que para la proteina HN
resuspendida tanto en dH,O como en TBS, no se observé ninglan titulo de

hemaglutinacion.
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Figura 12. Precipitacion de la proteina HN por el método de metanol/cloroformo.

En las muestras precipitadas y resuspendidas, ya sea en dH,O o en buffer TBS, se
cuantificaron sus concentraciones de proteina HN mediante ELISA. Las mismas muestras se
filtraron por una membrana de 0.22um y se cuantificaron de la misma manera. Las barras
representan la media de tres mediciones independientes + error estandar. *p<0.01, **p<0.001
vs filtrado; #p<0.01 vs no filtrado dH,0.
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1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 1/1024 1/2048 PBS
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Figura 13. Ensayo de hemaglutinacién para la HN purificada por precipitacion.

A) Se usaron eritrocitos de humano al 1% para analizar la actividad de hemaglutinaciéon de la
proteina HN prificada por recipitacion y resuspendida en agua destilada (dH,O) o TBS. Como
control positivo se uso la vacuna comercial del NDV cepa B1 (Laboratorios Maver, México) y
como negativo buffer PBS. El triangulo negro sefiala la maxima dilucién en la que se observa
hemaglutinacién, lo cual corresponde a una unidad de hemaglutinacion (1HU). Los nameros
superiores indican el orden de dilucién. El ensayo se realizé independientemente dos veces por
duplicado para cada muestra.

6.3- Separacién microsomal por centrifugacion

Debido a que en experimentos anteriores se habia observado que durante el
proceso de filtrado una gran cantidad de proteina se perdia, se pretendié encontrar la
causa de dicho fenbmeno. Para ello se manej6é la hipétesis de que debido a la
presencia de la secuencia de amino acidos de retencion en reticulo endoplasmico
(KDEL) en el extremo carboxilo terminal de la proteina HN, esta puede estar siendo
retenida en fracciones microsomales o interactuando con receptores para dicha
secuencia, conformando complejos proteicos que puedan estar siendo capturados
durante el proceso de filtrado. Para corroborar dicha hipotesis, se realizé el protocolo
de separacion de membranas celulares propuesto por Abas y Luschnig (2010), con
algunas modificaciones. En dicho protocolo se pueden separar mediante un gradiente
de sacarosa tres fracciones de interés: la primera, que corresponde a organelos
grandes (ej. nucleo) y que se denomind como “Debris”; la segunda, que contiene
proteinas solubles y que se denominé “Sobrenadante” y; la tercera, que contiene
principalmente porciones de reticulo endoplasmico, denominada “Microsomas”. Una
vez separadas las fracciones estas se evaluaron, mediante ELISA, para determinar la
concentracion de proteina HN en cada una, ya sea provenientes de un extracto
vegetal filtrado o sin filtrar. Los resultados obtenidos se muestran graficamente en la
figura 14. Como se puede ver, la concentracion de proteina HN, proveniente de un
extracto sin filtrar, para cada una de las fracciones es la misma (no significancia
estadistica, p=0.0513). Por otro lado, para las fracciones provenientes de un extracto
vegetal filtrado se observé significancia (p<0.05) en la fraccién Microsomas versus las

otras dos, ya que la cantidad de proteina NH detectada en este fraccion de
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Microsomas fue de practicamente cero (-0.3 +8.4ng/ml) a diferencia a las otras dos
que presentaron valores similares, Sobrenadante (163.3 +34.9ng/ml) y Debris (157.3
+52.4ng/ml). Es de destacarse que para las fracciones Debris y Microsomas,
derivadas de un extracto filtrado, la concentracion de HN se reduce en un 81.3%
(p<0.05) y 100% (p<0.01) respectivamente, con respecto a la fraccion sin filtrar, no asi
en la fraccion soluble (Figura 14). Con lo anterior se muestra que, como se
especulaba, la proteina recombinante esta presente en otras fracciones que no son la
soluble y que al filtrarse, la concentracion de la misma disminuye considerablemente.
Finalmente, para analizar si la cantidad de HN en el extracto de N. benthamiana
original disminuia importantemente como consecuencia de la filtracién, se contabilizd
la concentracion de HN en el extracto vegetal total antes y después de filtrarlo. Los
resultados (Figura 15) mostraron una reduccion significativa del 35% (p<0.05) en la

concentracion de proteina recombinante después de filtrar el extracto.
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Figura 14. Evaluacion de la concentracién de la proteina HN en diferentes fracciones
celulares.

Se separaron diferentes fracciones celulares (denominadas sobrenadante, Debris vy
Microsomas) mediante el protocolo de centrifugacion en gradiente de sacarosa y se determind
la concentracion de HN cada una mediante ELISA, antes y después de la filtracién. Las barras
representan la media de un total de tres mediciones independientes (n=3) * error estandar.
*p<0.05, **p<0.01 vs filtrado; #p<0.05 vs otras fracciones.
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Figura 15. Concentracion de la proteina HN en el extracto de Nicotiana benthamiana.

Se determind la concentracion de HN, mediante ELISA, en el extracto vegetal antes y después
de filtrar (0.22pm). Las barras representan la media £ error estandar de tres mediciones
independientes para cada grupo (n=3). *p<0.05 vs filtrado.

6.4- Transformacion de Agrobacterium para infiltracion en plantas
completas de N. benthamiana

Debido a los malos resultados en la purificacion de la proteina HN producida en
hojas cosechadas de N. benthamiana, se procedio a redisefiar el gen y utilizar
estrategias de expresion y purificacion distintas, para las cuales se describen a
continuacion los resultados obtenidos.

Células competentes de A. tumefaciens fueron transformadas mediante
electroporacién con dos diferentes construcciones (Figura 9). Para corroborar que las
colonias que crecieron en medio selectivo (YEB + antibiéticos) fueron transformadas
con cada una de las construcciones, se realiz6 un check PCR, el cual consistio en
amplificar un fragmento de cada construccién. Como se muestra en la figura 16, todas
las colonias evaluadas amplificaron el tamafio esperado de banda para cada
construccién, ademas de ser el mismo tamafio de banda que el presente en el control
positivo de cada construccion. Los tamafios de banda esperados y obtenidos para la
construcciéon HN nativa y HN-tag fueron 1959bp y 1881bp, respectivamente (Figura
16).
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Figura 16. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) de colonias positivamente
transformadas de A. tumefaciens.

Cuatro colonias fueron evaluadas para cada construccién electroporada (HN-tag y HN nativa)
por PCR. Se observa la amplificacion de una banda de 1881bp y 1959bp para HN-tag y HN
nativa, respectivamente, en las colonias de A. tumefaciens evaluadas. Las bandas amplificadas
en las colonias corresponden al tamafio de banda del control positivo (C+), el cual proviene de
DNA plasmidico de cada construccion. MPM= marcador de peso molecular de 1 kilo base.

6.5- Cultivo de Agrobacterium, infiltracion de N. benthamiana y

muestreo.

Para la expresion transitoria de las dos construcciones de interés (Figura 9),
hojas de N. benthamiana fueron infiltradas mediante el uso de una jeringa. Se
muestrearon a los dpi 3 al 7, en orden de determinar la cinética de expresion de las
proteinas de interés. Se pudo observar que durante todos los dias de muestreo las
plantas permanecieron visiblemente sanas, sin la presencia de manchas necréticas u
otra sefal de dafio en el tejido, aparte de las ocasionadas durante el proceso de
infiltracion (Figura 17).

Figura 17. Imagenes de plantas de N. benthamiana infiltradas y analizadas en diferentes
dias post infiltracion (dpi).
Se observa por la coloracién, que las hojas infiltradas estan sanas incluso al dpi 7.
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6.6- Analisis de expresion de HN nativa y HN-tag en N. benthamiana
infiltradas.

En orden de evaluar la expresion de las proteinas de interés, se desarrollaron
métodos analiticos basados en el uso de anticuerpos. Para ello primero se buscé
determinar si las proteinas se expresaban y de determinar si existia alguna diferencia
en la expresion a lo largo de los dpi. Para ello se realiz6 un Dot blot que se revelé con
un anticuerpos anti-NDV para detectar las diferentes proteinas de interés (Figura 18 A
y B). Como se observa, la deteccion de las diferentes proteinas con el suero anti-NDV
solo se pudo lograr diluyendo las muestras en condiciones nativas (PBS), siendo mas
notables la proteina HN-tag (Figura 18A). Cuando se afiadié 1%SDS a las muestras, la
deteccién se redujo notablemente y por completo al disolver las muestras en buffer de
carga (2xSDS-LB), el cual presentaba condiciones reductoras por sus componentes
(beta-mercaptoetanol). Debido a estos resultados, se opté por determinar la cinética
de expresion a lo largo de diferentes dpi solamente en condiciones nativas. Se
observa que la expresion fue constante a lo largo de los diferentes dpi para las
muetras con HN tag. Sin embargo, las muestras de HN nativa mostraron una sefal
muy débil, casi igual a la del control negativo (rfp). Por otro lado, cuando las muestras
se probaron con un anticuerpo anti-54 tag (Figura 18C), se observé una sefial mas
intensa en HN-tag comparada con la obtenida usando un suero anti-NDV (Figura 18B),
lo que indica una menor especificidad del suero policlonal por la proteina HN
expresada. Con respecto a las demas muestras (rfp, NDV y HN nativa) no se observo
ninguna sefial como era de esperarse, ya que estas no tienen la secuencia 54 tag
(Figura 18C). Tomando esto en cuenta se procedid a espresar a gran escala

solamenta la proteina HN-tag y a su posterior purificacion.

A B C

rfp rfp ®
HN

NDV (
tag rfp NDV Py

HN- HN- e
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dpi dpi

Figura 18. Anédlisis de expresion y reactividad de las proteinas de interés mediante Dot
blot.

A) Deteccion al dpi 5 de las diferentes proteinas disueltas en condiciones nativas (PBS), no
reductoras (1%SDS) y reductoras (2xSDS-LB). B) y C) Muestras diluidas en PBS. Se us6 un
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suero policlonal anti-NDV para detectar las muestras de A y B; y un anticuerpo monoclonal anti-
54 tag para las muestras de C. Cada punto corresponde a 3ul de muestra cargados en la
membrana de nitrocelulosa. rfp= proteina rojo fluorescente y control negativo; NDV= virus de la
enfermedad de Newcastle (control positivo suero anti-NDV); dpi= dias post infiltracién; C+=
control positivo para 54 tag.

6.7- Purificacion de HN-tag por IMAC.

Debido a que la proteina HN-tag contiene una secuencia de 6 Histidinas (His-
tag) en el extremo C-terminal, se tomo6 ventaja de ello para determinar la mejor
condicién para su purificacion mediante cromatografia de afinidad con iones metalicos
inmovilizados (IMAC). Dentro de las variables que se probaron fue el tipo de metal (Ni,
Zn y Cu), concentracion de imidazol en el buffer de captura y de lavado (0, 20 o
40mM) y la concentracion de NacCl en el buffer de extraccion de la muestra (PBS + 0.5,
1 o 2M). Para determinar la eficacia de las variables se evalué mediante Western blot
la fraccion eluida, es decir, la fraccion que contiene la proteina pura, asi como la
fraccion del extracto antes (Carga) y después (Flujo) de pasar por la columna
cromatogréafica. Como se puede observar en la figura 19 (Ni), cuando se usa niquel
como metal de captura e imidazol en el buffer de captura y lavado, existe una
correlacion positiva entre la concentracion de la proteina HN-tag (flecha negra) en la
fraccion eluida y la concentracion de imidazol, siendo lo contrario para la
concentracion de NaCl. Por otro lado, en el fluo no se observa la banda
correspondiente al monomero de la proteina HN-tag (flecha negra, 70kDa), mientras
que para las muestras con NaCl, se observa ligeramente la presencia de una banda
de 70kDa. Para las muestras purificadas con zinc y cobre (Figura 19 Zn y Cu,
respectivamente) se observa un patrén similar al del niquel, sin embargo la intensidad
de las bandas es menor, lo que parece indicar que la afinidad por el niquel es mayor
durante la purificacion. Y como era de esperarse, la muestra de carga (antes de
purificar) sin NaCl (0), con 0.5M y con 1M presentan una banda correspondiente al

peso esperado de la proteina HN-tag.
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Fraccion Eluida Flujo Fraccion Eluida Flujo Fraccion Eluida Flujo

Imidazol NaCl Imidazol NaCl Imidazol NaCl Imidazol NaCl Imidazol Nacl Imidazol NaCl
(mM) (™M) (mM) (M) (mM) () (mM) () M M
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Figura 19. Western blot de las fracciones de la purificacién por IMAC de la proteina HN-
tag.

Se analizaron las diferentes fracciones (carga, flujo y eluida) obtenidas durante la purificacion
con diferentes concentraciones de imidazol en el buffer de captura y de lavado (0, 20 y 40mM),
asi como diferentes concentraciones de NaCl (0.5, 1 y 2M) en el buffer de extraccion PBS.
Como anticuerpo primario se uso anti-54tag. Ni= niquel; Zn= zinc; Cu= cobre; M= marcador de
peso molecular.

Una vez determinada la mejor condicién para la purificacion de la proteina HN-tag, se
realizé una produccion a gran escala y se obtuvieron 50g de tejido vegetal. Luego se
purificé la proteina conforme a las condiciones determinadas anteriormente con el uso
de IMAC. Se determindé la pureza de todas las fracciones durante la purificacion
mediante SDS-PAGE vy la presencia de la proteina HN-tag se evalu6 mediante
Western blot especifico para el 54-tag (Figura 20).
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Figura 20. Analisis mediante SDS-PAGE y Western blot de la proteina HN-tag purificada
por IMAC.

A) Gel SDS-PAGE tenido con Coomasie de las diferentes fracciones obtenidas durante la
purificacion. B) Identificacion de la proteina HN-tag mediante Western blot con un anticuerpo
especifico para el 54-tag. PM= marcador de peso molecular en kDa; L= extracto de carga en
IMAC; F= fraccién de flujo no capturada en IMAC; W= fraccién de lavado; E1-3= fracciones
eluidas donde se espera mayor presencia de HN-tag; CE1= fraccion eluida control con un
extracto de N. benthamiana sin HN-tag. La flecha indica el peso al cual se espera observar la
proteina HN-tag (70kDa).

En la figura 20 A se muestra el gel SDS-PAGE tenido con Coomasie de la cantidad
total de proteinas presentes en las diferentes muestras generadas a lo largo de la
purificacién. Se puede observar que entre la cantidad de proteina total cargada (L) y la
presente en la fraccion de flujo que no se unié a IMAC (F) no hubo mucha diferencia,
indicando que solo la HN-tag se uni6é a IMAC. Las fracciones eluidas 1y 3 (E1 y E3)
mostraron una cantidad de proteina total menor a la elucion 2 (E2) y ala L y F,
desmotrando cierta pureza de las fracciones eluidas. En la figura 20 B se muestra la
membrana de Western blot, y se observé que la intensidad de la L y la fraccion F
fueron muy semejantes, lo que indica que no se unid el total de la proteina HN-tag
producida. Sin embargo en las fracciones de elucion, se observé una mayor intensidad
en la banda esperada (70kDa), lo que indica que la purificacion de la proteina si fue
posible. Aunque, se observé una gran cantidad de la proteina HN-tag en pesos
superiores a 70kDa (posiblemente formando polimeros) y tambien fracciones de la

misma en pesos menores a 70, aunque en mucho menor grado.
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6.8- Actividad hemaglutinante de la proteina HN-tag.

Una vez que se logré producir y purificar la proteina HN-tag se procedio a
determinar si poseia actividad hemaglutinante, por lo que se realizaron ensayos de
hemaglutinacién con muestras purificadas y extractos con HN-tag. Se determiné que a
pesar de que se logré producir y purificar la proteina HN-tag esta no mostré actividad
hemaglutinante frente a eritrocitos (Figura 21). De la misma forma los extractos con
HN-tag tampoco mostraron ninguna actividad hemaglutinante. Para el control positivo
(HA-control+), el cual corresponde a una hemaglutinina recombinante de influenza, se

observo un titulo de 1:32.

1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 1/1028 1/2056 PBS

HN_tag pura o o o © e e e a & £ 2 @

HN-tag extracto P.1@®.( @, 0 © @ '®' '@ .S Wi O
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HA-control + g > 5 e 2 ® K ® k) '3

Figura 21. Ensayo de hemaglutinacién para la proteina HN-tag.

Se usaron eritrocitos de humano al 1% para analizar la actividad de hemaglutinacién de la
proteina HN-tag pura Y un extracto de HN-tag. Como control positivo (HA-control+), se uilizé
una hemaglutinina recombinante de influenza. Como control negativo se us6 bufer PBS y un
extracto de N. benthamiana sin HN (Extracto N.benth). La flecha sefala la maxima dilucién en
la que se observa hemaglutinacion, lo cual corresponde a una unidad de hemaglutinacién
(1HU). Los numeros superiores indican el orden de dilucibn. El ensayo se realizd
independientemente dos veces por duplicado para cada muestra.

6.9- Caracterizacion de rNDV-P05

Las proteinas de muestras de rNDV-PO5 concentradas por ultracentrifugacion
fueron resueltas e identificadas mediante electroforesis SDS-PAGE (Figura 22A). Las
cinco bandas mayores corresponden a los pesos moleculares de las proteinas
estructurales del NDV, las cuales incluyen a la proteina HN (75kDa como mondmero y
150kDa como dimero), F (65kDa), NP (50-55kDa) y M (40kDa). La actividad biolégica
de rNDV-P0O5 se determind mediante el ensayo de hemaglutinacion (Figura 22B) y
1HU de una muestra de rNDV-PO5 fue titulada a 1:128. Adicionalmente, en orden de
encontrar la mejor condicion para el manejo de rNDV, diferentes valores de pH y
temperaturas fueron aplicadas al virus después de su concentracion y posteriormente
se desarrollaron ensayos de hemaglutinacion. Los resultados a detalle se resumen en
la figura 23 y tabla 3. Los titulos de hemaglutinacién de rNDV cambiaron de acuerdo a

los valores de pH, con el menor valor observado a un pH 3 (1:32; p<0.001) y
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reduciéndose el titulo a pH 5 y pH 9 (1.64; p<0.001) comparado al titulo de
hemaglutinacion del virus en pH 7.4 (1:128). Por otro lado, las temperaturas mayores a
42°C inhabilitaron por completo la actividad hemaglutinante del virus.

A rNDV MWM kDa

B 172 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 1/1024

Figura 22. Caracterizacion de las proteinas y actividad hemaglutinante de rNDV-PO5.

A) Electroforesis por SDS-PAGE del virus concentrado después del proceso de
ultracentrifugacion. Las flechas indican el peso molecular para las proteinas estructurales del
virus: HN como mondémero o dimero, F, NP, M. B) Ensayo de hemaglutinacion representativo
para la determinacion de la actividad y concentracion de viales de rNDV-PO5. Las flechas
indican el titulo mas alto donde se observa hemaglutinacién. El PBS y una vacuna de influenza
(Flu) se usaron como control negativo y positvo, respectivamente. HN, Hemaglutinin-
neuraminidasa; F, proteina de fusién; M, proteina de matriz; NP; proteina de la nucleocapside;
MWM, marcador de peso molecular; kDa, kilo Daltons; rNDV, vacuna recombinante atenuada
de NDV cepa PO05.
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Tabla 3. Caracterizaciéon fisicoquimica de la actividad hemaglutinante de rNDV-P05
mediante ensayo de hemaglutinacion.
*p<0.001vspH 7.4

pH Temperatura (°C)
Condicién 3 5 7.4 9 22 37 42 60 80
Inverso 32  B4* 128  64* 128 128 128 0 0
del titulo
A

12 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 PBS
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Figura 23. Efecto del pH sobre la actividad hemaglutinante del NDV.
A) Imagen representativa de un ensayo de hemaglutinacion. B) Los datos representan la media
+ error estandar del inverso del titulo obtenido de dos ensayos de hemaglutinacion

independientes por triplicado. ***p<0.0001 vs pH 7.4

6.10- El rNDV-PO5 induce apoptosis en células HeLa, HCC1954, HL-

60 y HepG2, pero no en células A549 y PBMC.

La actividad antitumoral de rNDV-PO5 se determiné como la capacidad del
virus de desencadenar un proceso de muerte celular programada o apoptosis en
diferentes lineas celulares. Cuatro de las cinco lineas tumorales mostraron sensibilidad
al rNDV, de una manera dosis y tiempo dependiente (Figura 24). Para las células
Hela, los valores de EF se incrementaron cuando las células fueron incubadas con 10
0 50HU de rNDV en ambos tiempos de incubacion, comparado a las células control
(p<0.001 para 10HU/48 h, p<0.001 para 50HU/24 y 48 h; Figura 24A). El efecto pro-
apoptoético de 50HU del virus fue significativamente mayor que el de 10HU a las 48 h

74



(p<0.01). EIl periodo de incubacion fue relevante en la actividad antitumoral, ya que a
las 48h se observé un mayor efecto que a las 24 h, con ambas concentraciones del
virus, 10HU (p<0.001) y 50HU (p<0.05). En el caso de la linea HCC1954, el EF
aumenté significativamente a las 24 h (10HU p<0.05 y 50HU p<0.001) y a las 48h
(p<0.001) con ambas concentraciones del virus (Figura 24B). Este efecto pro-
apoptético fue mayor cuando las células se incubaron con la dosis mayor del virus y en
el tiempo mayor (p<0.001). Cuando se evalu6 la linea HL-60, los valores de EF
aumentaron cuando las células fueron tratadas con 10 o 50HU del virus por 24 y 48h
(10HU a 24 h, p<0.01y a 48 h, p<0.05; 50HU a 24 h, p<0.001 y a 48 h, p<0.01; Figura
24C) y el efecto antitumoral de 50HU fue mayor que con 10HU a las 24 h (p<0.05).
Sorprendentemente, se observd un decremento en los valores de EF comparando
10HU alas 24 h vs 48 h (p<0.05) y 50HU a las 24 h vs 48 h (p<0.01). Para las células
HepG2, los tratamientos con el virus indujeron un aumento en los valores de EF al
compararse con el grupo control (10HU a 24 h, p<0.01 y a 48 h, p<0.001; 50HU a 24 h
y 48 h, p<0.001; Figura 24D). El efecto antineoplasico del rNDV-P05 sobre HepG2 fue
mayor usando 50HU, independientemente del tiempo de co-cultivo (p<0.05), pero solo
la exposicion a 10HU por 48 h indujo un incremento (p<0.001) en el efecto pro-
apoptético en relacion a las 24 h. Finalmente, las células A549 y PBMC no mostraron
susceptibilidad al efecto pro-apoptético del virus en ninguna de las condiciones de
dosis y tiempo evaluadas (Figura 24E y F). Tomando en conjunto los resultados, se
observé que el efecto pro-apoptotico de rNDV-PO5 y su magnitud es especifico para
cada linea tumoral, ya que no hubo efecto evidente sobre la linea tumoral de pulmén
A549. Ademas, las PBMC aisladas de donantes sanos, se mostraron insensibles al
efecto pro-apoptético del virus, lo cual resulta de gran importancia para el estudio

posterior de inmunoestimulacion de las PBMC con el virus.
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Figura 24. Evaluacion de la actividad antitumoral del NDV sobre las lineas tumorales.
HelLa (A), HCC1954 (B), HL-60 (C), HepG2 (D) y A549 (E), y células normales PBMC (F).
Andlisis estadistico en funcién del factor de enriquecimiento (EF) de nucleosomas en citosol
tras su incubacién con 10HU (o), 50HU (A) del virus contra un control negativo (no virus, O) a
las 24 y 48 h. HCC1954, *p<0.05 vs control; ***p<0.001 vs control; ++p<0.01 entre HU’s a 24 h;
+++p<0.001 ente HU’s a 48 h; ###p<0.001 mismo HU, 24 vs 48 h. Hela, ***p<0.001 vs control;
+p<0.05 entre HU’s a 24 h; ++p<0.01 entre HU’s a 48 h; #p<0.05 mismo HU, 24 vs 48 h;
###p<0.001 mismo HU, 24 vs 48 h. HepG2, **p<0.01 vs control; ***p<0.001 vs control; +p<0.05
entre HU's a 24 o 48 h; ### p<0.001 misma HU, 24 vs 48 h. HL-60, *p<0.05 vs control;
**p<0.01 vs control; *** p<0.001 vs control; +p<0.05 entre HU’s a 24 h; #p<0.05 misma HU, 24
vs 48 h; ##p<0.01 misma HU, 24 vs 48 h. A549 y PBMC no mostraron diferencia significativa
entre los grupos tratados en ambos tiempos.
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6.11- El rNDV-PO5 induce liberacién de citocinas por PBMC.

Para investigar si rNDV-P0O5 puede estimular células del sistema inmune,
PBMC aisladas de cinco donantes sanos fueron incubadas con 10 y 20HU del virus y
varias citocinas fueron cuantificadas en el sobrenadante. Veinte cuatro horas después
de estimular con las diferentes concentraciones de rNDV se indujo la secrecion de
altas cantidades de TNF- a, IFN- a, TRAIL e IFN- y de PBMC, como se muestra en la
figura 25. Para TNF-a, ambas dosis del virus incrementaron significativamente la
secrecion de esta citocina comparado con el control basal (p<0.001; Figura 25A), y fue
similar a la mitad de la concentracion alcanzada con el control positivo (LPS). Ademas,
la respuesta en cada uno de los cinco donantes fue muy similar. Como se muestra en
la figura 25B, una baja cantidad de TRAIL fue secretada por los grupos de control
basal y de LPS, mientras que la estimulaciéon con 10 o 20HU de rNDV-P05 aumento
considerablemente la secrecion de TRAIL por PBMC, comparado al control basal
(p<0.01). Interesantemente, las células de los donantes cuatro y cinco registraron
valores de TRAIL similares a los del grupo sin estimulo. En relacion al IFN- a (Figura
25C), en el grupo control y el estimulado con LPS no hubo niveles detectables de la
citocina, y por otro lado ambas dosis usadas del virus indujeron una concentracion
considerable de IFN-a en el medio (p<0.05 con 10HU; p<0.01 con 50HU). Es de
sefalarse que las células de los donantes cuatro y cinco mostraron la menor respuesta
al estimulo con rNDV. Finalmente, ambas dosis del virus y el grupo con LPS
incrementaron significativamente la concentracion de IFN-y comparado al grupo sin
estimulo (p<0.05 con LPS; p<0.01 con 50HU; p<0.001 con 10HU; Figura 25D). Para
esta citocina en particular, las células del donante cuatro registraron la menor

concentracion en respuesta a la estimulacion con rNDV-PO5.

6.12- Respuesta temprana de citocinas a nivel de ARNm inducido
por rNDV-P0O5 en PBMC.

Como se sefialé anteriormente, la estimulacion de PBMC con rNDV fue evaluado en
una etapa tardia (24 h) mediante ELISA para determinar la concentracion de las
citocinas en el medio de cultivo. Adicionalmente, una respuesta temprana fue
determinada por PCR tiempo real a las 4h después de la estimulacién (Figura 26). Las
PBMC tratadas con 20HU del virus incrementaron 3.06 veces la expresion de TNF- a
(p<0.01; Figura 26A), 8.64 veces la de TRAIL (p<0.01; Figura 26B), 10.8 veces la de
IFN-a (p<0.01; Figura 26C) y 11.41 veces la de IFN-y (p<0.05; Figura 26D),

comparado con PBMC sin estimulo. Al mismo tiempo, PBMC tratadas con LPS solo
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incrementaron la expresion de TRAIL en comparacion al grupo control (p<0.05; Figura
26B).
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Figura 25. Actividad inmunoestimuladora de rNDV-P05 sobre PBMC evaluadas por
ELISA.

(A) Secrecion de TNF-a, (B) TRAIL, (C) IFN-a y (D) IFN-y por PBMC después de 24 h de co-
cultivo con rNDV-PO5 (10 y 20HU/mI) o LPS (5ug/ml). Las células del grupo control se
incubaron con PBS. Los resultados se presentan como la media terror estandar. Las citocinas
se determinaron por duplicado en PBMC aisladas de cinco donantes sanos: donante 1 (e); 2
(m); 3(A); 4 (+); y5 (V). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 en comparacion al control. INDV-P05,
cepa de NDV atenuada recombinante P05; PBMC, células mononucleares de sangre periférica;
ELISA, ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas; TNF-a, factor de necrosis tumoral-q;
TRAIL, ligando inductor de apoptosis relacionado con el factor de necrosis tumoral; IFN,
interferdn; LPS, lipopolisacarido; PBS, solucion salina tamponada con fosfato; HU, unidades de
hemaglutinacién.

78



Incremento TNF-q
relativo a B-actin
N
L
Incremento TRAIL

relativo a g-actin

Control LPS rNDV

159 C 20- D

154

=
o
1

10+

(6]
1

Incremento IFN- o
relativo a B-actin
Incremento IFN-y
relativo a g-actin

Control LPS rNDV Control

Figura 26. Evaluacién de la expresion de citocinas en PBMC estimulada con rNDV-P05
mediante PCR cuantitativa.

Los cambios en la expresion de los genes (A) TNF-a, (B) TRAIL, (C) IFN-a y (D) IFN-y se
evaluaron a las 4 h después del co-cultivo con rNDV-P05 20HU/ml o LPS (5ug/ml). Las células
de control se incubaron con PBS. El gen de B-actina se us6 como gen de mantenimiento. Los
resultados se presentan como la media + error estdndar. Se us6 ARN total de tres donantes
sanos y se cuantificé por triplicado. *p<0.05, **p<0.01 en comparacién al control. PBMC,
células mononucleares de sangre periférica; rNDV-P05, cepa de NDV atenuada recombinante
PO05; TNF-a, factor de necrosis tumoral-a; TRAIL, ligando inductor de apoptosis relacionado con
el factor de necrosis tumoral; IFN, interferén; LPS, lipopolisacarido; HU, unidades de
hemaglutinacién; PBS, solucién salina tamponada con fosfato.

6.13- Efecto antitumoral de rNDV-PO5 in vivo.

Para determinar si el virus rNDV-PO5 posee capacidad antineoplésica in vivo,
se establecié un modelo de cancer de mama ortotopico singénico en ratones hembra
Balb/c, inyectando en las glandulas mamarias células 4T1. Para evaluar la eficacia del
virus reprimiendo el crecimiento del tumor, se evaluaron dos vias de administracion,
una sistémica y una intratumoral, la cual se explic6 a detalle en la metodologia antes
planteada. De los dos sistemas de administracion del virus que se utilizaron, el
sistémico y el intratumoral, se observé que la administracion sistémica mostrdé en
general una mayor inhibicién en el crecimiento del tumor al final del experimento,
comparado con el grupo control al que solo se le administré PBS (Figura 27A 'y B). Asi

también, se observé que la mayoria de los animales del grupo control mostraron
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sefiales de necrosis en el tumor desde el dia 14 post induccién del tumor (DPIT), y
dicha zona necroética se mantuvo y extendio hasta el final del experimento, mientras
que los animales del grupo tratado con rNDV-P0O5 apenas manifestaron signos de
necrosis al termino del ensayo (Figura 27A y B). Por otro lado, la dosificacion
intratumoral de rNDV-P0O5 mostré una reduccién apenas evidente en el volumen del
tumor comparado al grupo control (Figura 27C y D). Ademés, en ambos grupos con
dosificaciéon intratumoral la aparicion de zonas necréticas se fue manifestando a lo

largo del ensayo.
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Figura 27. Efecto antitumoral de rNDV sobre el crecimiento de tumores de mama 4T1 en
ratones Balb/c.

Los ratones hembra de 8 semanas de edad fueron inyectados con 5x10* células 4T1 para
inducir tumores ortotopicos de mama. Las imagenes son representativas del modelo de
administracion sistémico, ya sea no tratado (A) o tratado (B) con rNDV. El modelo de
administracion intratumoral estd constituido por el grupo tratado con PBS o control (C) y el
tratado con rNDV (D). Al final del experimento (dia 28 post induccién del tumor) se observa una
disminucién notable en el volumen del tumor en el grupo tratado con rNDV en el modelo de
administracion sistémico. Las flechas indican la posicién del tumor en el cuerpo del raton.
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Otro de los pardmetros que se evalu6 fue la cinética de crecimiento del tumor
midiendo el volumen del mismo. La cinética de crecimiento, para el modelo de
administracion sistémica (Figura 28A), muestra que al inicio del tratamiento (DPIT 7)
ambos grupos tienen en promedio volimenes similares (p>0.05; rNDV= 19.72 +2.58
mm?, control= 18.96 +2.40 mm?® y dicha similitud se mantiene sin diferencia
significativa a lo largo de los DPIT 11 (p>0.05; rNDV= 61.70 +9.43 mm?; control= 80.80
+11.27 mm®) y DPIT 14 (p>0.05; rNDV= 150.10 +40.19 mm?; control= 237.2 +29.29
mm?®) aunque los valores promedio del volumen del tumor de los animales tratados fue
inferior en ambos tiempos a los de los animales controles. Fue hasta el DPIT 17,
después de una segunda dosis del rNDV-P05, que se observdé una reduccion
significativa en el volumen del tumor de los animales tratados con rNDV con respecto
al grupo control (p<0.01; rINDV= 283.6 +53.49 mm?; control= 654.4 +105.9 mm®) y asi
se mantuvo hasta la conclusién del experimento (DPIT 21: p<0.01; rNDV= 311.30
+41.14 mm3; control= 822.40 +87.56 mm3; DPIT 24: p<0.001; rNDV= 516.90 +61.38
mm?, control= 1603 +172.5 mm?® DPIT 28: p<0.001; rNDV= 876.2 +126.7 mm>;
control= 1848 +134.7 mm3). Por otro lado, cuando el virus se administr6 de forma
intratumoral al DPIT 7 el volumen de los tumores de ambos grupos eran similares
(p>0.05; rNDV= 19.44 +2.59 mm?; control= 13.32 +2.54 mm?®) y solo se registr6 una
tendencia a la reduccion en el tamafio del tumor no significativa (DPIT 11: p>0.05;
rNDV= 42.26 +8.140 mm?®; control= 53.02 +12.61 mm?®; DPIT 14: p>0.05; rNDV= 103.9
+24.34 mm?; control= 136.5 +31.53 mm?; DPIT 17: p>0.05; rINDV= 342.9 +78.77 mm>;
control= 393.8 #75.72 mm® DPIT 21: p>0.05; rNDV= 370.8 +51.19 mm?®; control=
508.7 £89.41 mm?®; DPIT 24: p>0.05; rNDV= 661.8 +138.9 mm?; control= 935.5 +160.3
mm? DPIT 28: p>0.05; rNDV= 796.1 +119.9 mm? control= 1409 #293.1 mm°)
comparado al grupo control, durante todos los dias evaluados (Figura 28B). Adicional
a esto, se determiné que la dosificacion sistémica e intratumoral no supone un
problema en el desarrollo normal de los animales, por lo menos en lo que se refiere al
peso corporal registrado entre los grupos control y los grupos rNDV (Figura 28C y D),

ya que no hubo diferencia significativa a lo largo de todo el experimento (p>0.05).
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Figura 28. Efecto de rNDV-PO5 sobre la linea tumoral 4T1 en ratdon Balb/c y el peso
corporal.

Cinética de crecimiento tumoral (mm3) para cada grupo del modelo de administracion sistémico
(A) o intratumoral (B); cinética del peso corporal a lo largo del experimento para cada grupo del
modelo de administracién sistémico (C) o intratumoral (D). Las flechas indican los dias en que
se administré el virus (rNDV) o el vehiculo (PBS; control), ya sea via sistémica o intratumoral.
Los datos se representan como la media error estandar (n=8), excepto en los DPIT 21, 24 y
28 donde para el grupo rNDV del modelo sistémico (A) la n=5; para el modelo intratumoral
hasta el DPIT 21 la n=8 y los DPIT 24 y 28 fue n=7 para ambos grupos. Las reducciones de
animales en ambos modelos se debieron a una muerte subita. *p<0.01; **p<0.001 vs control.
DPIT= dias post induccion del tumor.

En orden de determinar concretamente el efecto antitumoral in vivo del rNDV-
P05, ademés del volumen de los tumores, también se tomaron diferentes mediciones
tanto del tumor como de érganos clave en la respuesta antitumoral. Por un lado, una
vez terminado el ensayo y de sacrificados los animales, se extirparon los tumores y se
pesaron, con lo cual se obtuvieron los siguientes pesos en promedio: administracion
sistémica, grupo control= 1.19 +0.10g; grupo rNDV= 0.90 +0.08g; y con administracién
intratumoral, grupo control= 0.80 £0.15g; grupo rNDV= 0.76 £0.169g. Una vez obtenidos
los pesos de los tumores se analizé si existia diferencia significativa entre el grupo
control y el tratado con rNDV, para ambos modelos de administracion. Lo que se

obtuvo fue que para los grupos con administracion sistémica, los tratados con rNDV
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redujeron considerablemente el peso de los tumores (Figura 29A), asi también se
pudo apreciar a simple vista la diferencia entre los tumores del grupo control con
respecto al tratado con rNDV (Figura 30A y B). Ademas de esto, se calculo el
porcentaje de inhibicién tumoral, con lo que se observo que el grupo tratado con rNDV
inhibi6é cerca de un 30% la masa (gramos) del tumor (Figura 29C). Por otro lado, para
el modelo con administracion intratumoral, no se logré encontrar diferencia significativa
entre el grupo control y el tratado con virus, ya sea al medir la masa del tumor, en el
porcentaje de inhibicion tumoral o a simple vista (Figura 29B y D; Figura 30C y D). En
segundo lugar se evalué el porcentaje del indice del bazo, el cual se obtiene como el
cociente entre el peso del bazo y el peso corporal del animal. Para el modelo con
inyecciones sistémicas, el grupo control (3.75 +0.20%) mostré bazos alargados e
hinchados, mientras que los tratados con rNDV (2.73 #0.15%) fueron
significativamente menores de acuerdo al porcentaje del indice del bazo (Figura 29E;
Figura 31A y B). Sin embargo, para el modelo con inyecciones intratumorales, el indice
para el grupo control (2.25 +0.38%) y el tratado con rNDV (3.59 +0.52%) reveld indices
similares (Figura 29F; Figura 31C y D). Estos datos sugieren que al menos el
tratamiento via intravenosa con el virus, tiene un efecto protector sobre el bazo, el

organo inmune primario del raton.
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Figura 29. Efecto inhibitorio in vivo de rNDV-P05 sobre el crecimiento de la linea tumoral
4T1 en ratén Balb/c.

Peso en gramos del tumor al final del experimento (dia 28 post induccion del tumor) para cada
grupo del modelo de administracion sistémico (A) o intratumoral (B); porcentaje de inhibicion
tumoral al final del experimento para el modelo de administracién sistémico (C) o intratumoral
(D); porcentaje del indice del bazo para el modelo de administracion sistémico (E) o
intratumoral (F). Los datos se representan como la media xerror estdndar. El nimero de
animales por grupo al inicio del experimento fueron 8, y al término de este quedaron como
sigue: control sistémico n=8; rNDV sistémico n=5; control y rNDV intratumoral n=7. *p<0.05;
**p<0.01 vs control.
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Figura 30. Efecto de rNDV-P0O5 en el tamafio de tumores de la linea 4T1 inducidos en
ratones Balb/c.

Las imagenes A y B son representativas del modelo de administracion sistémico, ya sea si
fueron tratados con PBS (B) o rNDV-P05 (A); mientras que C (Control PBS) y D (tratado con
rNDV-PO05) representan al modelo de administracion intratumoral. Las imagenes fueron
tomadas justo después de ser extirpados los tumores al final del experimento (dia 28 post
induccion del tumor).
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Figura 31. Bazos representativos de ratones Balb/c inducidos con tumor de mama 4T1.
Las imagenes A y B pertenecen al modelo de administracién sistémico, tratados con PBS (A) o
rNDV-PO5 (B); mientras que C (control PBS) y D (tratado con rNDV) representan al modelo de
administracion intratumoral. Las imagenes fueron tomadas justo después de ser extirpados los
bazos al final del experimento (dia 28 post induccion del tumor).

Finalmente, se evalud la capacidad del rNDV-PO5 de proteger a los ratones de
un proceso de metastasis del tumor primario 4T1 hacia los pulmones. Para deteminar
lo anterior, un cultivo primario de tejido pulmonar se cultivd con un agente selectivo
para las celulas tumorales 4T1 como se ha descrito en la metodologia. Despues de
siete dias de crecimiento bajo condiciones normales de cultivo, se determiné
visulamente y cuantitativamente la presencia o no de colonias clonogénicas
metastasicas de 4T1, las cuales se identificaron en mayor o menor medida en los
diferentes modelos de administracion y grupos dentro de cada modelo. Para el caso
del modelo de administracion sistémica, se observd una diferencia clara (p<0.01) en la
abundancia de las colonias clonogénicas entre el grupo tratado con rNDV-P05 (12.2
+4.3) y el grupo control (93.9 £15), siendo este Ultimo el que presentd la mayor
cantidad de colonias clonogénicas en la mayoria de los animales (Figura 32 A, By E).
Por otro lado, el modelo de adminstracion intratumoral no mostré una diferencia clara
(p>0.05) entre ambos grupos, el tratado con el virus (42.3 £13.9) y el control (34.4
1+9.6). Se observo que un par de animales para cada grupo no mostré sefales de la
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presencia de colonias clonogénicas, mientras que en el resto de los animales la

abundancia de colonias fue muy similar entre ambos grupos (Figura 32 C, Dy F).
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Figura 32. Cultivo primario de tejido pulmonar para la deteccion de colonias
clonogénicas metastasicas de celulas 4T1.

Las imégenes son representativas de los modelos de administracion y de los grupos de cada
modelo. A (control) y B (tratado con rNDV) representan a los animales del modelo de
administracion sistémica; mientras que C (control) y D (tratado con rNDV) pertenencen al
modelo de administracion intratumoral. Analisis cuantitativo y estadistico del nimero de
colonias clonogénicas metastasicas para el modelo sistémico (E) e intratumoral (F). Para cada
pozo se sembr6 tejido pulmonar de un ratén, por lo que en la figura solo se muestran cultivos
representativos de los animales de cada grupo. Dentro de cada pozo los puntos azul-violeta
indican la presencia de una colonia clonogenica de 4T1. *p<0.01 vs control.
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7- DISCUSION.

Expresion, purificacion y evaluacion de la actividad de la proteina HN.
Como ya se menciond previamente, se produjo de manera transitoria en hojas
cosechadas de N. benthamiana la proteina HN del NDV en un periodo de 6 dias. La
productividad fue de ~1ug/ml 6 ~15mg/kg de peso fresco, de acuerdo al ensayo
directo de ELISA. Estos rendimientos obtenidos son superiores a los obtenidos por
(Gomez et al, 2009), sin embargo cabe sefalar que para lo realizado en el presente
trabajo se utiliz6 una plataforma de bioproduccion basada en expresion transitoria, lo
cual representa varias ventajas sobre otros sistemas de produccion (Fisher et al,
2004). Por ejemplo el tiempo reducido de produccién (6 dias), altos rendimientos
comparado a plantas transgénicas, la escalabilidad potencialmente ilimitada y la
produccion en instalaciones cerradas, lo cual empata con las especificaciones
requeridas para llevar a cabo un proceso bajo Buenas Practicas de Produccion.
Aunado a lo anterior, cabe sefialar que la secuencia del gen hn utilizada en el presente
trabajo proviene de una sepa de NDV clasificada como velogénica/genotipo V, a
diferencia de trabajos previos (Gomez et al, 2009) donde la cepa usada fue LaSota,
clasificada como lenteogenica/genotipo Il. Esta distinciébn cobra relevancia debido a
gue es sabido de cierta forma que las cepas velogénicas o virulentas muestran una
mayor capacidad oncolitica (Lam et al, 2011; Zamarin et al, 2012).
Desafortunadamente, en el presente trabajo no se logré6 demostrar la actividad
antitumoral de la proteina HN producidad en tabaco, lo cual se atribuye principalmente
a los bajos rendimientos obtenidos durante el proceso de purificacion (4.5 +0.6%), a
pesar de que se demostro que era biologicamente activa.

Ademas se logré determinar el tiempo adecuado de muestreo o cosecha post
infiltracién, siendo el dia post infiltracién (dpi) 5 el dia que se eligié para la produccion
a escala mayor. Esto es importante ya que, determinar el mejor dia para la extraccion
de la proteina expresada puede ayudar a tener mayores rendimientos en pasos
posteriores de purificacion, ademas de que ya se ha reportado previamente que la
expresion puede aumentar o disminuir a lo largo de los dias post infiltracion (Arzola et
al, 2011; Jung et al, 2015). En el caso especifico de la proteina HN expresada
transitoriamente en plantas de tabaco, solo se ha reportado su expresion hasta el dpi 2
(Gomez et al, 2009), sin embargo los autores no determinaron la cinetica de expresién
a varios dpi y solo se enfocaron en determinar la presencia de la proteina HN. En
nuestro caso, logramos determinar una cinética de expresion a lo largo de diferentes
dpi e incluso llegar a la purificacon de la misma. Finalmente, la purificacion de la

proteina expresada es crucial para evaluar parametros posteriores. En este sentido el
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uso de una secuencia de poli-histidinas (6xHis-tag) en proteinas expresadas en
plantas ha sido ampliamente utilizado para su purificacion por IMAC, usando
mayoritariamente niquel como metal de unién (Leelavathi y Reddy, 2003; Valdez-Ortiz
et al, 2005; Vardakou et al, 2012; de Souza et al, 2014). En nuestro caso, se lograron
optimizar las condiciones de purificacion por IMAC, siendo el niquel el metal que
presentdé mayor afinidad por la proteina HN-tag. Sin embargo para la presente
construccién usada, HN-tag, a pesar de que se pudo purificar satisfactoriamente no
presentd actividad hemaglutinante frente a eritrocitos. Dicha ausencia de actividad
biolégica ya se ha reportado para otras proteinas con la secuencia His-tag, tanto en
sistemas bacterianos como eucariotas (Woestenenk et al, 2004; Chant et al, 2005;
Amor-Mahjoub et al, 2006; Renzi et al, 2006; Horchani et al, 2009; Sainsbury et al,
2009), atribuyendose principalmente a la formacion de polimerizaciones ligadas a la
secuencias His-tag, tanto con la proteina recombinante como con otras proteinas
nativas. Aunado a lo anterior, en los reportes que existen de la expresion ya sea
transitoria o estable de la proteina HN en plantas, ninguno evalua o reporta la actividad
biolégica de la misma (tabla 1), por lo que no podemos aseverar que la falta de
activida se deba a la expresion per se en N. benthamiana, ademas de que la
construccion HN con una secuencia FLAG-tag demostré actividad hemaglutinante.
Ligado a lo anterior, en la caracterizacion por Western blot se observé un barrido
mayor a los 70kDa, lo cual puede indicar una polimerizacién de la proteina HN-tag con
si misma o con otros elementos celulares de la planta. Dichas polimerizaciones ya se
han reportado para otras proteinas con la secuencia His-tag (Woestenenk et al, 2004;
Chant et al, 2005; Amor-Mahjoub et al, 2006; Renzi et al, 2006; Horchani et al, 2009;
Sainsbury et al, 2009). Adicionalmente, este hecho ya lo demostramos con la proteina
HN expresada en hojas cosechadas de N. benthamiana, donde se observo la
presencia de la proteina HN en diferecentes fracciones del lisado celular como el
debris y microsomas, aunque esta version de la proteina HN si present6 actividad
hemaglutinante. Esto pudiera indicar que las secuencias tag (His-tag y 54-tag) usadas
en la HN-tag, expresada en plantas completas de tabaco, promueven cierta
interferencia en la actividad biolégica de la proteina HN. En este sentido, solo
podemos afirmar que las secuencias tag usadas en el presente estudio no fueron del
todo favorecedoras ya sea dando bajos rendimientos en la purificacion o interfiriendo
en la actividad biologica de la proteina HN.

Actividad antitumoral e inmunoestimuladora de rNDV-P0O5 in vitro.
Recientemente, ha incrementado la atencion hacia terapias alternativas con menos

efectos secundarios que los tratamientos actuales contra el cancer (quimio y
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radioterapia). Un posible candidato de terapia alternativa es el uso de virus oncoliticos,
especialmente el NDV, el cual ha demostrado la capacidad de matar células malignas
como resultado de la activacion de rutas apoptéticas, tanto in vitro como in vivo
(Schirrmacher, 2016; Zamarin y Palese, 20012). Sin embargo, ha sido reportado que la
respuesta al tratamiento es dependiente de la cepa del NDV empleada (Schirrmacher,
2016). En este sentido, nuestro objetivo fue determinar si una cepa de NDV velogénica
de genotipo V atenuada recombinante (rNDV-P05) (Absalon et al, 2012; Garzén-
Morales et al, 2013) posee actividad hemaglutinante, antitumoral e inmunoestimulante.

Primeramente, demostramos que rNDV-PO05 tiene actividad hemaglutinante, la
cual fue parcialmente disminuida bajo condiciones de pH acidas y basicas, y
totalmente a temperaturas mayores de 42°C. Estos datos, nos dieron una idea clara
para el correcto manejo del virus. Nuestros resultados son similares a los descritos
para la cepas LaSota y R2B (Rani et al), con la excepcién de que rNDV-P05
permanece con el mismo titulo de hemaglutinacién incluso a 42°C, mientras que en las
cepas LaSota y R2B se redujo un titulo (Rani et al, 2014). Lo anterior cobra relevancia
debido a que ha sido demostrado que, la actividad hemaglutinante juega un rol
importante en la capacidad antitumoral e inmunoestimulante (Zeng et al 2002).

De acuerdo a la actividad antineoplasica de NDV, esta muy claro que las cepas
oncoliticas son mayormente velogénicas y que las cepas lentogénicas son mas
inmunoestimulantes que antiproliferativas (Schirrmacher, 2016; Zamarin y Palese,
20012). A pesar de que rNDV-P0O5 expresa las proteinas HN y F de una cepa
velogénica, este se replica como una lentogénica debido a que en la proteina F se
remplazé el sitio de corte de una secuencia de aminoacidos polibasicos a una de
monobasicos (Garzon-Morales et al, 2013). Manteniendo esto en mente, nuestra
siguiente meta caracterizando al rNDV-PO5 fue explorar si el virus tenia la capacidad o
no de inducir apoptosis sobre un panel de lineas tumorales provenientes de diferentes
tejidos. En este estudio, se demuestra que rNDV-P0O5 fue capaz de inducir muerte
celular programada sobre cuatro de las cinco lineas tumorales evaluadas, las cuales
han mostrado susceptibilidad al NDV (Alabsi et al, 2011; Lv et al, 2013; Jiang et al,
2014; Rajmani et al, 2016). En tumores sélidos, esto es importante para la viroterapia,
dado que la muerte celular inducida por el virus en el microambiente tumoral puede
evocar no solo una inmunovigilancia tumor-especifica local contra el tumor primario,
sino también de manera sistémica sobre células malignas metastaticas. Este efecto
puede ser mediado a través de la liberacion de TAAs, DAMPs, PAMPs y citocinas
inflamatorias que pueden ayudar a desarrollar una respuesta local y sistémica de tipo
Thl (Ni et al, 2011; Donnelly et al, 2013; Zamarin et al, 2014).
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Aunado a lo anterior, es destacable de mencionar el hecho de que los
anticuerpos neutralizantes (mayormente anti-HN y anti-F) pueden limitar la
administracion reiterada del virus (Seal et al, 2000) y por tanto disminuir su eficacia. En
este sentido, diferentes propuestas como el uso de diferentes cepas virales o virus
modificados para expresar diferentes glicoproteinas superficiales han sido
consideradas (Zamarin y Palese, 2012). Ha sido demostrado que anticuerpos
neutralizantes son cepa-especificos (Miller et al, 2007). En este sentido, el rNDV
propuesto en el presente estudio podria ser considerado para viroterapia, no solo por
el hecho de que pertenece a un genotipo diferente a los que pertenecen las cepas de
NDV gue normalmente se usan para viroterapia (Absalén et al, 2012), sino también
debido a que mostré poseer una accién antitumoral muy prometedora contra diferentes
lineas tumorales y ademas ser seguro cuando se co-cultivd con células normales
(como lo son PBMC) de donantes sanos.

Adicionalmente a la actividad antitumoral de rNDV-P05, descubrimos que el
virus tiene la capacidad de disparar la expresién de un grupo de citocinas involucradas
en la remocion de células malignas, tales como TNF-a, IFN-a, TRAIL e IFN-vy. La
citocina TNF-a es una proteina integrada a membrana y una citocina soluble con
actividad antitumoral e inflamatoria (Balkwill et al, 1986; Talmadge et al, 1988; van der
Veen et al, 2000; Seynhaeve et al, 2007). En este estudio, se registré que el INDV-P05
desencadend un incremento de TNF- a en el sobrenadante de PBMC en cultivo y una
sobreexpresion temprana a nivel ARNm. Estudios previos in vitro, usando la cepa litica
73T, mostrd que indujo la sobreexpresion de TNF- a en el medio de cultivo después de
24h de estimulacion (Zorn et al, 1994; Lorence et al, 1988). Otros reportes han
demostrado la capacidad del virus para estimular la produccion de esta citocina,
aunque fue en macrofagos de raton (Schirrmacher et al, 2000; Ahmed et al, 2014). En
pacientes con tumores solidos avanzados, la administracion de una o mdaltiples dosis
de la cepa lentogénica PV701 indujo la regresion de los tumores, paralelamente a un
aumento en la cantidad en el suero de citocinas pro-inflamatorias, tales como TNF- a
(Pecora et al, 2002). Asi, la sobreexpresién de TNF- a puede estar involucrada en la
actividad antitumoral de PBMC estimuladas con NDV.

Como miembro de la familia de TNF inductor de apoptosis, TRAIL ha exhibido
su habilidad para eliminar un amplio rango de células malignas in vitro e in vivo
(Ashkenazi et al, 1999; Walczak et al, 1999). Particularmente para el NDV, ha sido
demostrada la sobreexpresion de TRAIL en la membrana de PBMC de humano
estimulados con NDV Ulster, especialmente en subpoblaciones de monocitos y células

T (Zeng et al, 2002). En otro estudio, monocitos de humano activados con NDV Ulster
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potenciaron su citotoxicidad especifica sobre diferentes lineas celulares, la cual fue
dependiente de expresion de TRAIL y ademas fue comparable a monocitos activados
con IFN-a (Washburn et al, 2003). Mas recientemente, la cepa de NDV 7793 fue
usada para activar células NK de raton. Las células NK activadas con NDV 7793
sobreprodujeron TRAIL en membrana y en el sobrenadante respecto a las células sin
tratar, y el efecto fue similar a las NK activadas con IFN-y (Song et al, 2013). De
acuerdo a lo obtenido en este trabajo, las PBMC de humano estimuladas con rNDV-
P05 incrementan significativamente los niveles de TRAIL en el sobrenadante, asi
como la expresion de su ARNm. La expresion de TRAIL en células estimuladas con
LPS fue solo significativa cuando se evalu6 por gPCR; este resultado podria explicarse
por el hecho de que los niveles de ARNm estarian reflejando las moléculas totales de
TRAIL (anclado a membrana y soluble) mientras que los niveles de TRAIL en los
sobrenadantes solo representan la version soluble de la citocina. Debido al hecho de
gue registramos una sobreexpresion de ARNm de TRAIL en respuesta al estimulo con
rNDV, podemos proponer que dicha sobreexpresibn de TRAIL responde
principalmente a un estimulo directo del virus, como ya se ha descrito (Vidalain et al,
2000; Chaperot et al, 2005). Sin embargo, es sabido que TRAIL puede ser inducido
también por otras citocinas como IFN-a/B (Ehrlich et al, 2003; Griffith et al, 1999) e
IFN-y (Griffith et al, 1999; Fanger et al, 1999). De gran importancia es mencionar que
durante la estimulacion con el virus se registr6 una alta concentracion en
sobrenadante de IFN-a/y, por lo que no se puede excluir el hecho de que parte del
TRAIL soluble proviene de poblaciones de monocitos y/o células T estimuladas con
IFN tipo I, como ya se ha reportado para dichas poblaciones celulares (Janke et al,
2007, Washburn et al, 2003).

La cinética de expresion de IFN-a por PBMC en respuesta a NDV ha sido
evaluada previamente (LOseke et al, 2003). De acuerdo con el presente estudio,
encontramos que la estimulacion de PBMC de humano con rNDV, pero no con LPS,
indujo una regulacién a la alza del gen IFN-a en comparacion al grupo control. A nivel
de proteinas, también encontramos un aumento de IFN-a en los sobrenadantes de
células estimuladas con rNDV en comparacion al grupo control. Se ha reportado
previamente de un incremento en la secrecién de IFN-a en respuesta a las cepas
liticas de NDV 73-T y Ulster (Zeng et al, 2002; Zorn et al, 1994). Sin embargo, en otro
estudio que se utilizd6 NDV Ulster, la produccion de IFN-a no fue detectada ni en
poblaciones de monocitos ni en celulas dendriticas plasmacitoides (pDC) aisladas de
PBMC de humano; solo una versién recombinante del virus que expresaba la citocina

factor estimulate de colonia macréfago-granulocito (GM-CSF) fue capaz de
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incrementar significativamente los niveles de IFN-a (Janke et al, 2007). En este
sentido, rNDV-PO5 fue capaz de inducir la secrecion de IFN-a en la cantidad
previamente reportada para NDV Ulster (Janke et al, 2007) y sin la necesidad de
expresar una citocina recombinante para desencadenarlo. También se han detectado
niveles elevados de esta citocina en el suero de pacientes tratados con NDV (Pecora
et al, 2002). La produccion rapida de IFN-a es el mecanismo de primera linea de
defensa después del contacto del virus con el sistema inmune innato, ya que posee
propiedades antiproliferativas (Goodbourn et al, 2000; Onoguchi et al 2007; Ivashkiv et
al, 2014), destacando la importancia de su produccion durante la viroterapia.

De acuerdo con estudios antriores, el papel que desempefia el IFN-y en el
efecto antitumoral durante la terapia con NDV no esta claro. Por ejemplo, la
estimulacion de PBMC de humano con NDV 73-T durante 24h no aumento la
produccién de esta citocina, al menos no a niveles detectables (Zorn et al, 1994). Un
enfoque diferente utilizando células de cancer de mama MCF-7 infectadas con NDV
Ulster, como una vacuna tumoral, no fue capaz de inducir la secrecion de IFN-y en
células T humanas después de cinco dias de co-cultivo. Solo una version
recombinante del virus que expresa IL-2 mejoré la concentracién de IFN-y en el
sobrenadante, en comparaciéon con los grupos controles (Janke et al, 2008).
Recientemente, empleando una cepa velogénica de genotipo VIII (AF2240) sobre
PBMC de humano, se demostré la capacidad de esta cepa para estimular la
produccion de IFN-y (Lam et al, 2014). Aqui, encontramos que las PBMC (excepto del
donante 4) responden a rNDV-P05 y a LPS con una sobreproduccion en la secrecion
de IFN-y. También se observé un aumento en el nivel de ARNm. Nuestros resultados
destacan que aunque el rNDV-P0O5 se atenlia de forma recombinante, desencadena
un efecto similar cuando se compara con una cepa velogénica (Lam et al, 2014), sin
necesidad de la expresion de citocinas recombinantes, como IL-2 (Janke et al, 2008).
La regulacién a la alza en IFN-y inducida por rNDV en PBMC de humano podria ser
beneficiosa in vivo, debido a que el IFN-y participa en la activacién de la inmunidad
anticancerigena (células T, células NK y DC), en la inhibicion de la actividad de células
inmunosupresoras (células T reguladoras y células supresoras derivadas de
mieloides), asi como en la conversion de macréfagos asociados a tumores (Schroder
et al, 2004; Parker et al, 2016).

Actividad antitumoral de rNDV-PO5 in vivo. La linea celular de carcinoma
mamario de ratén 4T1, es una linea celular de cancer de mama triple negativo, la cual
esta bien documentada por ser muy agresiva y altamente metastatica (Pulaski y

Ostrand-Rosenberg, 1998; Baliga et al, 2005). Los tumores de mama primarios
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establecidos en ratones Balb/c usando la linea celular 4T1 son un modelo bien
reconocido de simular cancer de mama metastatico o cancer de mama fase IV, el cual
tipicamente hace metastasis en pulmén e higado (Lin et al, 2015; Chen et al, 2017).
Como ya se demostré en la fase in vitro (Ortega-Rivera et al, 2017), el rNDV-P05
presento actividad antitumoral contra un panel de diferentes lineas cancerigenas, entre
ellas una de cancer de mama doble negativo (carcinoma de mama HCC1954). De este
modo, en el presente trabajo nos dimos a la tarea de determinar si el rNDV-P05
presenta actividad antitumoral in vivo en un modelo de cancer de mama ortotépico y
singénico en ratoén.

A la fecha, esta documentado el desarrollado de diferentes terapias para el
tratamiento de cancer de mama usando el modelo 4T1 (Kim et al 2011; Liu et al 2012;
Bailey-Downs et al 2014; Chen et al 2017) incluyendo el uso de virus oncoliticos (Ebert
et al 2005; Le Boeuf et al 2017), y para los cuales la eficacia en cuanto a la reduccion
en el tamafo del tumor primario o la inhibicion de un proceso de metastasis es
variable. Sin embargo, es interesante mencionar que a la fecha solo existe un trabajo
publicado con este modelo de cancer de mama utilizando el NDV como agente
terapéutico (Motalleb et al, 2009). A pesar de que en dicho trabajo se utiliza una cepa
del virus (NDV-AF2240) que ya ha demostrado actividad antitumoral in vitro sobre
diferentes lineas tumorales (Assayaghi et al, 2016; Alabsi et al, 2011; Ahmad et al,
2015), los autores no lograron demostrar reduccion alguna en el tamafio de los
tumores primarios, ni siquiera por el hecho de que usaron un tratamiento combinado
con tamoxifén, una droga ampliamente usada para quimioterapia. En nuestro caso, no
se observé una reduccién significativa ni en el volumen ni en la masa del tumor
cuando el tratamiento se administré via intratumoral, que fue la misma via de
administracién que usaron Motalleb et al (2009), ademas de que nosotros usamos una
dosis de 1,000HU semanal, mientras que los autores mencionados usaron una dosis
méxima de 64HU diaria, lo cual parece indicar que la cantidad y frecuencia de la dosis
no tiene un efecto relevante sobre los tumores 4T1. Sin embargo, cuando el virus se
inyectd via sistémica el crecimiento del tumor primario se vio inhibido
significativamente, lo cual indica que para el presente modelo de cancer de mama, la
mejor via de administracion es la sistémica, ya que adicionalmente a nuestros
resultados, existen reportes en condiciones y con resultados similares a los nuestros
pero utilizando el virus de la estomatitis vesicular (Ebert et al 2005; Le Boeuf et al
2017). Por otro lado, cabe mencionar que ya se ha probado la eficacia del NDV
usando diferentes vias de administracion con modelos de cancer de colon y linfoma en

ratones inmunocompetentes (Schirrmacher et al 2001). Dicho estudio hace uso de dos
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cepas, una velogenica (73T) y otra lentogenica (Ulster) y usando multiples dosis de
1,000HU lograron inhibir el crecimiento del tumor de colon solo con la cepa Ulster,
mediante administracion intratumoral, mientras que con la administracion sistémica no
observaron algun efecto antitumoral con ambas cepas. De la misma manera, el
tratamiento proporcionado via intravenosa para combatir linfoma, tampoco tuvo un
efecto favorable sobre los animales tratados con ambas cepas del virus. Estos
resultados junto con lo obtenido por nuestro estudio ejemplifica claramente como la
actividad antitumoral del virus de Newcastle obedece a tres variables clave: i) la cepa
gue se use, ii) el tipo de cancer a tratar vy, iii) la via de administracion del virus. Por ello
es de gran importancia enfocarse mas en los mecanismos antitumorales e
inmunoestimuladores del virus, sobre todo de la cepa rNDV-P05, para asi poder
predecir mejor el efecto que tendra sobre los pacientes.

Adicional a lo que se reporta en los trabajos con el modelo 4T1 anteriormente
mencionados, donde solo se evalla el volumen y la masa del tumor inducido (Motalleb
et al 2009), nosotros decidimos examinar otras variables importantes en este modelo,
sobre todo el efecto en érganos clave en la respuesta inmune como el bazo y la
presencia de metastasis en pulmoén. Estas variables adicionales ya han sido
reportadas como indicadores importantes al momento de declarar la eficacia o no de
cualquier terapia en un modelo de cancer de mama inducido con la linea 4T1 (Pulaski
y Ostrand-Rosenberg, 1998; Kim et al 2011; Liu et al 2012; Bailey-Downs et al 2014;
Chen et al 2017; Le Boeuf et al 2017). En lo que a nosotros concierne, el tratamiento
con el virus rNDV-PO5 inyectado via intravenosa, reduce claramente la presencia de
colonias clonogénicas metastasicas 4T1 en los pulmones, e incluso hubo animales en
donde no se detectd la presencia de éstas, lo cual es de gran importancia ya que la
baja prognosis para pacientes con cancer de mama fase IV se debe en gran medida a
la presencia de metastasis en érganos distintos a la glandula mamaria.

El mecanismo por el cual el virus esté inhibiendo tanto el tamafio del tumor
primario como el proceso de metéastasis en pulmén, no se exploré en el presente
trabajo. Sin embargo, debido a que el tratamiento por via intravenosa demostro ser
eficaz tanto en inhibir el crecimiento del tumor primario como en reducir la presencia
de colonias clonogénicas metastaticas 4T1 en los pulmones, podemos especular que
la efectividad de la terapia es debida en parte a un proceso inmunoestimulante por
parte del virus y no solo a su capacidad oncolitica directa sobre las células 4T1. Esto
lo podemos sugerir debido a que ya hemos reportado la habilidad estimulante del
rNDV-P0O5 sobre PBMC de humano in vitro (Ortega-Rivera et al, 2017), donde se

observé una sobre expresion a nivel de ARN y proteina de citocinas involucradas

96



directa (TRAIL y TNF-a) o indirectamente (IFN-a e IFN-y) en el proceso antineoplasico.
Ademas de que ya se ha corroborado que la induccion de citocinas antitumorales por
el NDV es capaz de reclutar o activar células involucradas en la inmunovigilancia como
células Thl CD4+, células T citotoxicas CD8+ y células NK, reflejdndose finalmente en
la inhibicién de la proliferacion de células malignas (Zamarin et al 2009; Ni et al 2011).
En este sentido, es necesario realizar estudios mas a fondo para determinar
exactamente que mecanismo influye en los resultados obtenidos en el presente
estudio. Asi también seria interesante valorar si el efecto antitumoral pudiera ser
incrementado al combinarse con otro tipo de terapias, ya sean convencionales como la

guimioterapia o alternativas como la inmunoterapia.
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8- CONCLUSION.

La proteina HN expresada en hojas cosechadas de N. benthamiana y
purificada con el kit comercial ANTI-FLAG® M2 Magnetic Beads posee actividad
biolégica, aunque el rendimiento en su produccién es muy bajo. La recuperacién de la
proteina mediante precipitacion metanol/cloroformo es mayor pero pierde su actividad
biolégica. La filtracion con un poro de 0.22 um reduce la concentracion de la proteina
HN en la muestra al localizarse en fracciones microsomales y debris celular, lo cual
provoca que gran parte de esta quede retenida en el filtro junto con dichas fracciones.
Se puede expresar la proteina HN-tag en plantas completas de N. benthamiana y se
purifica satisfactoriamente mediante el sistema IMAC, sin embargo la proteina
purificada no muestra actividad hemaglutinante. Dado lo anterior, no se pudo evaluar
la actividad antitumoral e inmunoestimuladora de la proteina HN expresada en N.
benthamiana.

Para la evaluacion de la cepa rNDV-P05 hay una respuesta heteréloga de las
células tumorales e inmunes después de la estimulacion con rNDV-PO5 y es notable
gue el genotipo de la cepa aplicada para la viroterapia parezca ser, al menos en parte,
la razén de este efecto. Este estudio muestra por primera vez que un genotipo V de
NDV posee actividades antitumorales e inmunoestimuladoras. Debido a que el rNDV-
P05 mostr6 una actividad antitumoral prometedora y fue capaz de estimular la
expresion de cuatro citocinas antitumorales clave (TNF- a, IFN- a, TRAIL e IFN-y).

La evaluacion del rNDV-P0O5 en un modelo ortotdpico singénico de cancer de
mama inducido con células 4T1 en ratén Balb/c, muestra que la administracion por via
sistémica del virus reduce significativamentela masa y volumen del tumor, el indice del
bazo y la abundancia de colonias clonogénicas metastasicas en tejido pulmonar, asi
como aumenta el indice de inhibicion del tumor. EI modelo de administracion
intratumoral con rNDV-POQ5 es inefectivo para todos los parametros evaluados. En este
sentido, es necesario realizar estudios mas a fondo para determinar exactamente que
mecanismo influye en los resultados obtenidos en el presente estudio, asi también
seria interesante valorar si el efecto antitumoral pudiera ser incrementado al
combinarse con otro tipo de terapias ya sean convencionales como la quimioterapia o

alternativas como la inmunoterapia.
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GLOSARIO.

Activacién de macrofagos. Los macréfagos en reposo no destruyen ciertas bacterias
intracelulares a menos que sean activadas por células T. La activacion de macrofagos

es importante para controlar la infeccion y puede dafiar los tejidos vecinos.

Adyuvante. Se aplica a cualquier sustancia que aumenta la respuesta inmunitaria

contra un antigeno con el que esta mezclada.

Adenocarcinoma. Tumor maligno que se origina en el tejido glandular. Se trata de la
variedad mas frecuente de céancer, entre los que destacan casi todos los que se
derivan del arbol respiratorio, el tubo digestivo, las mamas, el colon o la prostata.

ADN Siglas de acido desoxirribonucleico. Molécula que se localiza en el nucleo de las
células y que mantiene la informacién genética sobre el crecimiento, la division y la
funcién de las células. Conocido también como DNA (Deoxyribonucleic Acid) por sus

siglas en inglés.

Afinidad. Es la fuerza de union de una molécula a otra en una Unica localizacion, como
por ejemplo la unién de un fragmento de anticuerpo Fab monovalente a un antigeno

monovalente. Ver también Avidez.

Aglutinacién. Consiste en el agrupamiento de particulas entre si, habitualmente por
moléculas de anticuerpo que se unen a los antigenos presentes en la superficie de las
particulas adyacentes. Se dice que tales particulas se aglutinan. Cuando las particulas

son eritrocitos, el fendmeno se denomina “hemaglutinacion”.

Alogénicos. Se dice de un individuo o de una cepa de ratones con respecto a otro
individuo o cepa que difieren en el MHC. El término se puede usar también para

diferencias alélicas en otros loci.

Anergia. Es un estado de ausencia de respuesta al antigeno. Se dice que un individuo
es anérgico para un antigeno en particular cuando no desarrolla respuesta de
hipersensibilidad de tipo retardado frente a la inoculacién dérmica del antigeno. Se
considera que las células T y B son anérgicas cuando no pueden responder a su

antigeno especifico bajo condiciones Optimas de estimulacion.

Angiogénesis. Proceso fisiolégico que consiste en la formacion de vasos sanguineos
nuevos a partir de los vasos preexistentes. Es un fendmeno normal durante el

desarrollo embrionario, el crecimiento del organismo y en la cicatrizacion de las
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heridas. Sin embargo también en un proceso fundamental en la transformacion

maligna del crecimiento tumoral.

Antiangiogénesis. Novedosa terapia contra el cancer basada en el empleo de
sustancias que impiden o dificultan el suministro de sangre que alimenta al tumor

deteniendo su crecimiento
Antimitético. Farmaco que impide la division y crecimiento de células.

Antineoplasico. Farmaco que inhibe o previene el desarrollo del cdncer porque evita el

crecimiento de las células tumorales.

Antiapopt6tico. Sustancia o mecanismo que contrarresta la apoptosis y favorece la
aparicion y progresion del cancer. Muchos de los genes que participan en la génesis
del cancer son antiapoptoticos.

Anticuerpo. Es una glicoproteina que se une especificamente a una sustancia
particular, que constituye su antigeno. Cada molécula de anticuerpo presenta una
estructura uUnica que le permite unirse de forma especifica a su antigeno
correspondiente, pero todos los anticuerpos poseen la misma estructura general con
una unidad basica que consiste en dos cadenas pesadas idénticas y dos cadenas
ligeras idénticas y se conocen colectivamente como inmunoglobulinas. Los
anticuerpos son producidos por las células plasmaticas en respuesta a una infeccion o
inmunizacioén, y unen y neutralizan patégenos o los preparan para su destruccion por

los fagocitos.

Anticuerpos antiinmunoglobulinas. Anticuerpos contra los dominios constantes de las
inmunoglobulinas, dtiles para detectar moléculas de anticuerpo unidas en

inmunoensayos Yy otras aplicaciones.

Anticuerpos monoclonales. Anticuerpos generados por una sola clona de linfocitos B.
Generalmente se producen a partir de células hibridas productoras de anticuerpo,
procedentes de una fusién entre células de mieloma y las células de bazo de un

animal (habitualmente un ratén) inmunizado.

Antigeno. Se refiere a cualquier molécula que puede unirse especificamente a un
anticuerpo o receptor de célula T. Su nombre procede de su capacidad de generar
anticuerpos. Sin embargo, algunos antigenos no generan anticuerpos por si mismos;

aquellos que pueden inducir su produccién se denominan inmunégenos
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Antisuero. Es el componente fluido de la sangre coagulada de un individuo inmune que
contiene anticuerpos contra la molécula empleada para la inmunizacion. Los
antisueros contienen colecciones heterogéneas de anticuerpos; todos ellos se unen al
antigeno empleado para la inmunizacién, pero cada uno posee su propia estructura,
su propio epitopo al que reconocen especificamente el antigeno y su propio conjunto
de reacciones cruzadas. Esta heterogeneidad hace que cada antisuero sea Unico.

Apoptosis. También llamada muerte celular programada, es una forma de muerte
celular en que la célula activa un programa interno de muerte. Se caracteriza por
degradacion del ADN nuclear, degeneracion y condensacion nuclear y fagocitosis de
residuos celulares. Las células en proliferacion experimentan apoptosis con
frecuencia, lo cual constituye un proceso natural en el desarrollo, y los linfocitos en
proliferacion presentan altas tasas de apoptosis durante el desarrollo y las respuestas
inmunitarias. Contrasta con la necrosis, que se produce en situaciones tales como

envenenamiento o anoxia.

ARN Siglas de &acido ribonucleico. Acido nucleico presente en todas las células que
transmite mensajes genéticos entre las estructuras de la célula. Usualmente se conoce

como ARN o RNA (éstas ultimas con sus siglas en inglés Ribonucleic acid).

ARN mensajero. Acido ribonucleico que contiene la informacion genética procedente
del ADN para la sintesis de proteinas, es decir, determina el orden en que se uniran

los aminoacidos. Generalmente se representa con las siglas ARNm.

Atenuados. Se dice de aquellos gérmenes patdgenos capaces de crecer en su

huésped e inducir inmunidad sin provocar enfermedad clinica grave.

B7.1 (CD 80) y B7.2 (CD 86). Son las principales moléculas coestimuladoras de las
células T; se trata de miembros estrechamente relacionados pertenecientes a la
superfamilia de las inmunoglobulinas. Se expresan de forma diferencial en varios tipos
de células presentadoras de antigeno, y pueden conllevar diferentes consecuencias
para las células T que responden frente al antigeno. El término moléculas B7 se refiere

tanto a B7.1 como a B7.2.

Bazo. Organo formado por pulpa roja, que interviene en la eliminacion de hematies
viejos, y por pulpa blanca formada por células linfoides, que responden a los antigenos

que llegan al bazo a través de la sangre.
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Céancer. Conjunto de sintomas de pronéstico y tratamiento diferentes, que se
caracteriza por la proliferacion acelerada, desordenada y descontrolada de las células
de un tejido que invaden, desplazan y destruyen, localmente y a distancia, otros tejidos

sanos del organismo.

Carcinogénesis. Origen y formacion de un tumor canceroso, a través de la

proliferaciéon incontrolada de células
Carcindgeno. Dicho de una sustancia o agente que produce cancer.

Carcinoma. Tumor maligno derivado de estructuras epiteliales o glandulares;
constituyen el tipo mas comudn de cancer. Lugares comunes de carcinomas son la piel,
la boca, el pulmén, las mamas, el estbmago, el colon y el Gtero. Los dos grandes
grupos de esta variedad de tumor son los carcinomas epidermoides y los

adenocarcinomas.

Cadena ligera o liviana (L). Es la mas pequefia de las cadenas polipeptidicas que
conforman las inmunoglobulinas )25 kDa). Esta formada por un dominio V y un

dominio C, y se une a la cadena pesada mediante un puente disulfuro.

Cadena pesada (H). Es uno de los dos tipos de cadena que poseen todas las
inmunoglobulinas. La cadena pesada tiene entre 50 y 70 kDa. Las cadenas pesadas
presentan diversas clases o isotipos, cada uno de los cuales confiere una actividad

funcional caracteristica a la molécula de anticuerpo.

CD - grupos de diferenciacion (clusters of differentiation). Se trata de grupos de
anticuerpos monoclonales que identifican la misma molécula de la superficie celular.
La molécula de la superficie celular se designa mediante las letras CD seguidas de un
namero (ej., CD1, CD2, etc.).

CD4. Es una proteina de superficie celular, importante para el reconocimiento por el
receptor de células T de péptidos antigénicos unidos a moléculas de MHC de clase II.
Actlia como correceptor, uniéndose a la cara lateral de las moléculas de MHC de clase
.

CD8. Esta proteina de superficie celular es importante para el reconocimiento por
parte del receptor de las células T de péptidos antigénicos unidos a moléculas MHC de
clase |. Actia como correceptor por su union a la cara lateral de moléculas de MHC de

clase I.
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Célula. Unidad estructural y funcional de los organismos vivos, generalmente de
tamafio microscopico, capaz de reproduccion independiente y formada por un
citoplasma y un nucleo rodeados por una membrana (en los eucariontes). Esta unidad
es capaz de vivir como organismo unicelular independientemente, o bien, formar parte
de una organizacion mayor, como un organismo pluricelular. Se cree que el cancer se

origina a partir de la transformacién maligna de una Unica célula.

Célula B o linfocito B. Es uno de los dos tipos principales de linfocitos. El receptor de
antigeno de los linfocitos B, denominado a veces receptor de la célula B, es una
inmunoglobulina presente en la superficie celular. Al ser activadas por el antigeno, las
células B se diferencian a células plasmaticas que secretan moléculas de anticuerpo
con la misma especificidad por el antigeno que la que expresaban en la membrana

como receptor del antigeno.

Células accesorias. En la inmunidad adaptativa, se trata de células que ayudan a la
respuesta pero que no intervienen en el reconocimiento especifico del antigeno.
Incluyen fagocitos, mastocitos y células NK, y se denominan también células
accesorias efectoras.

Células asesinas naturales (células NK o natural killers). Son linfocitos no T, no B de
apariencia grande y habitualmente con granulacion azurdéfila citoplasmatica, que
pertenecen a las células linfoides innatas de tipo | citotéxicas; su accion consiste en
lisar o inducir apoptosis de ciertas células tumorales. Las células NK son importantes
en la inmunidad innata contra los virus y otros patdgenos intracelulares, asi como en la

citotoxicidad mediada por células y dependiente de anticuerpos (ADCC).

Células dendriticas. También conocidas como células reticulares interdigitantes, se
encuentran en las areas de células T de los tejidos linfoides. Presentan una morfologia
ramificada o dendritica, y son las principales estimuladoras de las respuestas de
células T. Los tejidos no linfoides contienen también células dendriticas, pero éstas no
parecen estimular las respuestas de células T hasta que se activan y migran hacia los
tejidos linfoides. Las células dendriticas derivan de precursores hematopoyéticos. Son
distintas de las células dendriticas foliculares que presentan el antigeno a las células
B.

Células dendriticas foliculares. Son células de los foliculos linfoides de origen incierto,
que establecen estrecho contacto con numerosas células B. Poseen receptores Fc y

receptores para proteinas del complemento que no son internalizados por endocitosis
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mediada por receptor y a través de ellos mantienen los complejos antigeno-anticuerpo
en la superficie de sus largas ramificaciones. Estas células son cruciales para la
seleccién de células B especificas del antigeno durante las respuestas de anticuerpos

en los centros germinativos.

Células diana o blanco. Son aquellas que expresan los antigenos que activan las
funciones efectoras de las células T; dichas funciones se miden analizando los efectos
que ejercen sobre las células diana. Pueden ser células B (que se activan para
producir anticuerpos), macrofagos (que se activan para matar bacterias o células
tumorales) o células radiomarcadas (que son lisadas in vitro por células T citotoxicas).

Células efectoras. Se trata de linfocitos que pueden mediar la eliminacion de
gérmenes patégenos sin necesidad de mayor diferenciacion, al contrario de los
linfocitos naive (que deben proliferar y diferenciarse antes de poder mediar funciones
efectoras) y de las células memoria (que deben diferenciarse y a menudo proliferar

antes de convertirse en células efectoras).

Células mononucleares de sangre periférica. Se trata de linfocitos y monocitos
aislados de sangre periférica, habitualmente por centrifugacion en gradiente de

densidad con Ficoll Hypaque.

Células plasmaticas o plasmocitos. Son linfocitos B en su estadio terminal de
diferenciacién. Constituyen las principales células secretoras de anticuerpo. Se
encuentran en la médula de los ganglios linfoides, en la pulpa roja del bazo y en la

médula 6sea.

Células presentadoras de antigeno. Son células altamente especializadas que pueden
procesar antigenos y mostrar sus fragmentos peptidicos en la superficie celular junto
con moléculas necesarias para la activacion de los linfocitos T. Las principales células
presentadoras de antigeno para las células T son las células dendriticas, los

macroéfagos.

Células presentadoras de antigeno profesionales (APC -del idioma Inglés-). Son las
células que inician las respuestas al antigeno de las células T naive. Hasta la fecha,
solo las células dendriticas, los macréfagos y las células B han demostrado poseer tal
capacidad. Una célula presentadora de antigeno profesional debe ser capaz de
presentar fragmentos peptidicos de antigeno en las moléculas de MHC apropiadas,

asi como expresar moléculas coestimuladoras en su superficie.
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Células T CD4 cooperadoras. Se trata de células T CD4 que pueden ayudar a las
células B a generar anticuerpos en respuesta a un estimulo antigénico, a las propias
células T a activarse o inhibirse y también intervienen en la activacion y regulacion de
las células inflamatorias. Algunos expertos consideran como células cooperadoras

todas las células T CD4, independientemente de su funcion.

Células T citotoxicas. Son células T que destruyen otras células. La mayoria de las
células T citotoxicas son células T CD8+ restringidas por MHC de clase |, pero las
células T CD4 también pueden ser citotoxicas en algunos casos. Las células T
citotdxicas son importantes para la defensa del huésped contra gérmenes patégenos

de crecimiento intracelular.

Células T efectoras. Se denominan asi las células T efectoras activadas, ya que
realizan sus funciones efectoras inmediatamente después de contactar con células
que portan el complejo péptido-MHC para el cual son especificas. Contrastan con las
células T memoria, que necesitan ser activadas por las células presentadoras de

antigeno a fin de mediar respuestas efectoras.

Células T o linfocitos T. Subpoblacién de linfocitos definida por su desarrollo en el timo
y por sus receptores de antigeno heterodiméricos, asociados con el complejo CD3. La
mayoria de las células T presentan receptores heterodiméricos af, pero existe una

pequefia proporcion con receptores heterodiméricos yo.

Células TH1. Subpoblacion de células T CD4 caracterizada por las citocinas que
produce. Intervienen principalmente en la activacion de macréfagos, y a veces se

denominan células T CD4 inflamatorias.

Células TH2. Subpoblacion de células T CD4 caracterizada por el patron de citocinas
que produce. Intervienen principalmente en la estimulacién de células B para la

produccion de anticuerpos. A menudo se denominan células T CD4 cooperadoras.

Células TH3. Este término se emplea para describir aquellas células que producen
fundamentalmente factor de crecimiento transformante-B (TGF-B) en respuesta al
antigeno. Se desarrollan de forma predominante en la respuesta inmunitaria de la

mucosa contra antl’genos presentados oralmente.

Células T supresoras. Se trata de células T que suprimen su actividad cuando se
mezclan con células T naive o efectoras. La naturaleza precisa de estas células y sus

medios de reconocimiento antigénico y activacion estan siendo establecidos.
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Citocinas. Son proteinas de bajo peso molecular producidas por células que afectan al
comportamiento de otras células. Las citocinas producidas por linfocitos se denominan
comunmente linfocinas o interleucinas (IL), pero el término genérico citocina se emplea
en la mayor parte de la literatura. Las citocinas actlan sobre receptores especificos en
las células a las que afectan.

Citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC -siglas del
idioma Inglés-). Se trata de la lisis de células blanco cubiertas de anticuerpos por
células con receptores Fc que reconocen la region Fc del anticuerpo unido a las
células diana. La mayor parte de la ADCC es mediada por células NK que poseen el
receptor FcyRIIl o CD16 en su superficie.

Citotoxinas. Son proteinas producidas por células T citotéxicas que participan en la
destruccion de las células diana. Las perforinas y las granzimas o fragmentinas son las

principales citotoxinas que se conocen.
Clona o clon. Poblacién de células derivadas de una Unica célula progenitora.

Cddigo genético. Clave de la informacion contenida en los genes que expresa la
correspondencia universal entre la secuencia de los acidos nucleicos y la de las

proteinas y constituye el fundamento de la transmisién de los caracteres hereditarios.

Complejo principal de histocompatibilidad (MHC, Major Histocompatibility Complex).
Grupo o conjunto de genes localizado en el cromosoma 6 humano y 17 murino, que
codifica un grupo de glucoproteinas de membrana denominadas moléculas MHC. Las
moléculas MHC de clase | presentan péptidos, generados en el citosol, a células T
CDS8; las moléculas MHC de clase Il presentan péptidos degradados en vesiculas
intracelulares, a células T CD4. El MHC también codifica proteinas que intervienen en
el procesamiento de antigeno y otros aspectos de la defensa del huésped. EI MHC es
el grupo génico mas polimérfico del genoma humano, con gran nimero de alelos en
diferentes loci. Puesto que dicho polimorfismo suele detectarse mediante anticuerpos
o células T especificas, por lo general las moléculas de MHC se denominan antigenos

principales de histocompatibilidad.

Diferenciacion. Proceso por el que las células adquieren una forma y una funcién
determinada durante el desarrollo embrionario o la vida de un organismo pluricelular,
especializandose en un tipo celular. La diferenciacion suele estar en relacion inversa
con la capacidad de proliferacion de las células, por lo que las cancerosas sufren un

proceso de desdiferenciacion.
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Displasia. Proliferacion anémala de células, caracterizada por la pérdida en el arreglo
del tejido normal y la estructura de la célula. Estas células con frecuencia regresan a

su estado normal, pero en ocasiones gradualmente se convierten en malignas.

ELISA (enzyme linked immunosorbent assay -ensayo inmunoabsorbente conjugado a
enzimas). Ensayo serologico en que la union del antigeno o del anticuerpo se detecta
porque éstos se hallan conjugados a una enzima que, al actuar sobre un sustrato
incoloro, da origen a una reaccion coloreada. Este ensayo es ampliamente utilizado en

biologia y medicina, asi como en inmunologia.

Envoltura virica. Estructura que envuelve numerosos virus producidos por células de
mamiferos; estd compuesta por lipidos y proteinas de la membrana celular del

huésped unidos al nucleo virico por proteinas de la envoltura.

Ensayo clinico. Estudio en el que se investiga una pregunta importante en medicina
para aumentar el conocimiento. La mayoria de los estudios que se llevan a cabo,
evallan nuevos farmacos o tratamientos médicos con un protocolo de investigacion

estrictamente controlado.

Ensayo clinico fase |. Primeros estudios que se realizan en seres humanos, que
pretenden demostrar la seguridad de un farmaco o tratamiento y orientar hacia la

pauta de administracién mas adecuada para estudios posteriores.

Ensayo clinico fase Il. Estudio que tiene como objetivo proporcionar informacion
preliminar sobre la eficacia del producto y establecer la relacion dosis/ respuesta; son

estudios terapéuticos exploratorios.

Ensayo clinico fase Ill. Estudio que evalla la eficacia y seguridad del tratamiento
experimental en las condiciones de uso habituales y con respecto a las alternativas
terapéuticas disponibles para la indicacion estudiada. Se trata de estudios terapéuticos

de confirmacion.

Enzima. Proteina compleja que produce un cambio quimico especifico sobre otras

sustancias sin que exista un cambio sobre si mismas.

Epitopo o epitope. Es una zona situada en la superficie de la molécula de un antigeno
reconocida por un anticuerpo; los epitopos se denominan también determinantes
antigénicos. Un epitopo de célula T es un péptido corto derivado de un antigeno

proteico. Se une a una molécula MHC y es reconocido por una célula T determinada.
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Factor estimulador de colonias. Proteina, variedad de factores de crecimiento, que
promueve el crecimiento y la divisién de las células productores de sangre en la mé-
dula 6sea. Los factores estimuladores de colonia son producidos de forma natural en
el cuerpo. Sin embargo, se pueden administrar cantidades adicionales como
tratamiento para reducir o prevenir ciertos efectos secundarios de la quimioterapia

debido a la falta de células sanguineas.

Factor de necrosis tumoral-a (TNF-a). Se trata de una citocina producida por los
macrofagos, mastocitos y las células T. Desempefia multiples funciones en la
respuesta inmunitaria. Es el miembro que define la familia TNF de citocinas. Estas
citocinas funcionan como proteinas asociadas a las células o secretadas que
interactian con los receptores de la familia del receptor del factor de necrosis tumoral
(TNFR); éste a su vez se comunica con el interior de la célula mediante componentes

conocidos como TRAF (factores asociados al receptor del factor de necrosis tumoral).

Fagocitosis. Consiste en la internalizacion de materia particulada por las células.
Habitualmente, las células fagociticas o fagocitos son macréfagos o neutréfilos y las
particulas son bacterias capturadas y destruidas. El material ingerido esta contenido
en una vesicula denominada fagosoma, que se fusiona con uno o mas lisosomas para
formar el fagolisosoma. Las enzimas lisosomales son importantes en la destruccion del

patégeno y en su degradacion a particulas pequefas.

Gen. Secuencia de ADN que constituye la unidad funcional para la transmisién de los

caracteres hereditarios.

Gen supresor de tumores. Sustancia de ADN que reduce la probabilidad de que una
célula en un organismo multicelular se transforme en una célula cancerigena. Las
mutaciones en los genes supresores de tumores activan la division celular y la
formacion de tumores. Asi, un gen supresor tumoral alterado es similar a un oncogén.

También se conoce como antioncogén.

Genoma. Conjunto de los genes de un individuo o de una especie, contenido en un
juego haploide de cromosomas; esto es, todo el material genético contenido en las

células de un organismo en particular

GM-CSF (factor estimulante de colonias de granulocitos macrofagos). Citocina con
funcion de factor de crecimiento que estimula la division y proliferacion de los
neutrofilos. Su variedad sintética se emplea para prevenir o contrarrestar la

neutropenia ocasionada por la quimioterapia.
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Granulocitos. Células de la sangre caracterizadas por los modos de colorear los
organulos de su citoplasma, en microscopia de luz. También se les conoce como
leucocitos polimorfonucleares, debido a las formas variables de ndcleo que pueden

presentar. Su ndcleo suele estar lobulado en varios segmentos.

Granzimas o Fragmentinas. Son esterasas de serina presentes en los granulos de
linfocitos citotoxicos, principalmente de los linfocitos T citotdxicos y de las células NK.
Cuando las fragmentinas penetran en el citosol de otras células inducen apoptosis,
con fragmentacion del ADN nuclear en multimeros de 200 pares de bases; de ahi

procede su nombre.

Hepatoblastoma. Tumor maligno muy raro que se origina en el higado. La enfermedad

afecta principalmente a los nifilos desde la infancia hasta los 5 afios de edad.

HER2/neu. Oncogén que produce una proteina que constituye un receptor en la
membrana de la célula, al que se unen sustancias que favorecen el crecimiento de la
célula (factor de crecimiento). Se da en ciertos canceres de mama que pueden ser

tratados con anticuerpos monoclonales dirigidos contra esa proteina.

Hipersensibilidad de tipo retardado. Se trata de una forma de inmunidad inducida por
antigenos presentes en la piel y mediada por células CD4 TH1l. Se denomina
hipersensibilidad de tipo retardado porque la reaccion aparece horas o dias después

de inyectarse el antigeno.

Histocompatibilidad. Consiste literalmente en la capacidad de los tejidos (del griego
histo) para permanecer unidos unos a otros. Se emplea en inmunologia para describir
los sistemas genéticos que determinan el rechazo de los trasplantes de tejidos y
o6rganos, que es resultado del reconocimiento inmunoldgico de los antigenos de

histocompatibilidad.

HLA (Human Leukocyte Antigen -Antigeno Leucocitario Humano-). Se trata de la
designacion genética del MHC humano. Los loci individuales se designan con letras

mayusculas (p. €j., HLA-A), y los alelos con nameros (p. €j., HLA- A.0201).

Inflamacion. Consiste en la acumulacién local de liquido, proteinas del plasma y
células blancas de la sangre; se inicia por dafio fisico, infeccibn o respuesta
inmunitaria local. También se conoce como respuesta inflamatoria. Inflamaciéon aguda
es el término utilizado para describir episodios tempranos y a menudo transitorios,

mientras que la inflamacion crénica se produce cuando la infeccion persiste o durante
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las respuestas inmunitarias. Existen muchas formas diferentes de inflamacién en
diferentes enfermedades. Las células que invaden los tejidos y que estan llevando a
cabo respuestas inflamatorias suelen denominarse células inflamatorias o infiltrado

inflamatorio.
Inmunidad. Es la capacidad de resistir a la infeccion.

Inmunidad adoptiva o transferencia adoptiva o inmunizacién adoptiva. Es la inmunidad
conferida a un receptor naive o irradiado mediante transferencia de células linfoides de

un donante activamente inmunizado.

Inmunidad humoral. Es sinénimo de respuesta de anticuerpos especificos, también
llamada respuesta inmunitaria humoral. La inmunidad humoral puede transferirse a los
receptores no inmunizados empleando un suero inmunitario que contenga anticuerpos

especificos.

Inmunidad innata. Es aquella de la cual dependen las fases tempranas de la respuesta
del huésped a la enfermedad. En este tipo de inmunidad, diversos mecanismos de
resistencia innata reconocen el patégeno y responden a su presencia. La inmunidad
innata esta presente en todos los individuos en todo momento, no aumenta con

exposiciones repetidas a un patégeno dado y no discrimina entre patdgenos.

Inmunidad mediada por células o respuesta inmunitaria mediada por células. Designa
cualquier respuesta inmunitaria adaptativa en la cual las células T especificas de

antigeno desempefian el papel principal.

Inmunidad protectora. Consiste en la resistencia a una infeccion especifica que sigue a

la infeccién o a la vacunacion.

Inmunizacion. Es la estimulacion deliberada de una respuesta inmunitaria adaptativa

mediante la introduccién de un antigeno en el organismo.

Inmunizacion activa. Se trata de la inmunizaciéon con un antigeno. Se distingue de la

transferencia de anticuerpos a un individuo no inmunizado o inmunizacién pasiva.

Inmunizacion pasiva. Consiste en la inyeccion de anticuerpo o suero inmunitario en un

receptor no inmunizado.

Inmunologia celular. Consiste en el estudio de las bases celulares de la inmunidad.
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Inmunorregulacion. Es la capacidad del sistema para captar y regular sus propias
respuestas.

Inmunotoxinas. Son anticuerpos acoplados quimicamente a proteinas téxicas, a
menudo derivadas de plantas y microbios. Los anticuerpos dirigen las toxinas a las
células requeridas. Las inmunotoxinas se estan poniendo a prueba como agentes

anticancerigenos y farmacos inmunosupresores.

Inmunoterapia. Tratamiento que se basa en la estimulacion del propio sistema
inmunolégico del paciente para que sea capaz de reconocer y eliminar las células

tumorales.

Interaccién primaria. Designa la unién de una molécula de anticuerpo con su antigeno.
Es distinta de las interacciones secundarias, en las que la union se detecta por algin
cambio asociado como la precipitacion de antigeno soluble o la aglutinacion de

antigeno en particulas.

Interferones. Son citocinas que pueden inducir a las células a resistir la replicaciéon
virica. El interferon (IFN)-a y el IFN-B son producidos por leucocitos y fibroblastos
respectivamente, al igual que por otras células, mientras que el IFN-y es un producto
de las células CD4 TH1, T CD8 y NK. El IFN-y tiene como funcidon primaria la

activacion de los macréfagos.

Interleucina. Abreviada IL, es un término genérico para las citocinas producidas por los

leucocitos.

Leucemia. Grupo de enfermedades de la médula 6sea que implican un aumento
incontrolado de glébulos blancos (leucocitos), pero también puede afectar a los
glébulos rojos y a las plaguetas. Suele surgir de la médula ésea, pero, a diferencia de
los linfomas, no tiende a formar masas sélidas, sino un aumento muy acusado del

namero de células sanguineas. Existen muchos tipos de leucemias.-

Leucocito. Término general para designar las células blancas de la sangre. Los

leucocitos incluyen los linfocitos, leucocitos polimorfonucleares y monocitos.

Leucocitos polimorfonucleares. Son leucocitos con nucleos multilobulados y granulos
citoplasméticos. Existen tres tipos: los neutréfilos con granulos que se tifien con
colorantes neutros, los eosinéfilos con granulos que se tifien con eosina y los basofilos

con granulos que se tifien con colorantes béasicos.
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Leucocitosis. Aumento del nimero de leucocitos en la sangre comunmente observado

en infecciones agudas.

Leucopenia. Disminucién del nimero de leucocitos totales por debajo de 4.000 - 4.500

/mm cubicos, con frecuencia como efecto secundario de la quimioterapia.

Ligando de CD40 (CD40L o CD154). Se trata de una molécula expresada en la
membrana de las células T cooperadoras activadas, que mediante su interaccién con
CD40 expresada en la superficie de las células B, es importante para promover la

proliferacién de estas ultimas.

Linfocitos. Constituyen un tipo de leucocitos, y son responsables de todas las
respuestas inmunitarias adaptativas. Expresan receptores del antigeno codificados por
segmentos génicos reordenados. Existen dos clases principales de linfocitos: los
linfocitos B (células B) y los linfocitos T (células T), que median respectivamente la
inmunidad humoral y la inmunidad mediada por células. Los linfocitos en reposo son
células pequefias que presentan citoplasma escaso y cromatina nuclear condensada.
Después del reconocimiento del antigeno, se activan y muestran un tamafio celular
incrementado, constituyendo lo que se denomina un linfoblasto; éste a su vez prolifera

y se diferencia a célula efectora especifica del antigeno.

Linfocitos naive. Son linfocitos que nunca se han encontrado con su antigeno
especifico y por tanto nunca han respondido contra él, a diferencia de los linfocitos
memoria o efectores. Todos los linfocitos que abandonan los érganos linfoides
centrales son linfocitos naive; los del timo se conocen como células T naive y los de la

médula 6sea como células B naive.

Macréfagos. Son grandes células fagociticas mononucleadas que se hallan en los
distintos territorios tisulares del organismo. Son importantes en las fases tempranas de
inmunidad innata como células presentadoras del antigeno, y como células efectoras
en la respuesta inmunitaria adaptativa humoral y mediada por células. Se trata de
células migratorias que derivan de precursores de la médula ésea, encontrandose en
la mayoria de los tejidos del cuerpo. Desempefian un papel crucial en la defensa del

huésped.

Maligno. Dicho de una lesion o de una enfermedad, y especialmente de un tumor

canceroso. Que evoluciona de modo desfavorable.
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Marcador tumoral. Sustancias que a menudo pueden descubrirse en cantidades
mayores que las normales en la sangre, orina, o tejidos del cuerpo de algunos
pacientes con ciertos tipos de cancer. Los marcadores tumorales son producidos por
el propio tumor o por el cuerpo como respuesta a la presencia de cancer o ciertas
condiciones benignas (no cancerosas). Ademas del papel que desempefian en el
diagndstico de cancer, los niveles de algunos marcadores tumorales son medidos
antes del tratamiento para ayudar a los médicos a programar la terapia apropiada. En
algunos tipos de cancer, los niveles del marcador tumoral reflejan la extensién de la
enfermedad y pueden ser Utiles al predecir qué tan bien respondera la enfermedad al
tratamiento. Los niveles del marcador tumoral también pueden medirse durante el

tratamiento para supervisar la respuesta del paciente al tratamiento.

Melanoma. Nombre genérico de los tumores melanicos o pigmentados. Generalmente,
se trata de un tumor cutdneo y altamente invasivo por su capacidad de generar

metastasis.

Metéastasis. Diseminacion a érganos distantes de una infeccion o de un tumor primario
maligno o cancer, que ocurre generalmente por via sanguinea o linfatica. En muchos
casos, la existencia de metastasis establece el limite entre lo que es curable y lo que
no. Sin embargo, hay tipos de céancer que resultan curables incluso con metastasis

muy extensas.
Monocitos. Leucocitos de nucleo reniforme; son los precursores de los macréfagos.

Mutacién. Alteracién o cambio en la informacién genética (genotipo) de un ser vivo y
gue, por lo tanto, va a producir un cambio de caracteristicas, que se presenta subita y
espontaneamente, y que se puede transmitir o heredar a la descendencia. La unidad
genética capaz de mutar es el gen, que es la unidad de informacion hereditaria que
forma parte del ADN. En los seres multicelulares, las mutaciones sélo pueden ser
heredadas cuando afectan a las células reproductivas. Las células cancerosas

contienen numerosas alteraciones.

Necrosis. Consiste en la muerte de las células o los tejidos debido a dafio quimico o
fisico, en oposicibn a la apoptosis que constituye una forma programada
biol6gicamente de muerte celular. La necrosis deja muchos desechos celulares que

deben ser eliminados por los fagocitos, lo cual no ocurre en la apoptosis.

Neoplasia. Alteracion de la proliferacion y, muchas veces, de la diferenciacion celular,

que se manifiesta por la formacion de una masa o tumor.
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Neutréfilos. También se conocen como leucocitos polimorfonucleares neutrofilicos.
Son la clase més abundante de leucocitos en la sangre periférica humana. Poseen un
nucleo multilobulado y granulos neutrofilicos. Los neutrofilos son fagocitos que
desempefian un papel importante en la captura y muerte de patdégenos extracelulares.

Nucleo. Estructura mas caracteristica de las células eucariotas. Se rodea de una
cubierta propia, llamada envoltura nuclear y contiene el material hereditario, que es la
base del repertorio de instrucciones en que se basa el desarrollo y el funcionamiento
de cada organismo, y cuya composicion se basa en el acido desoxirribonucleico
(ADN).

Oncogén. Gen anormal o activado que procede de la mutacion o activacién de un gen
normal llamado protooncogén. Los oncogenes son los responsables de la
transformaciéon de una célula normal en una maligna que desarrollard un determinado

tipo de cancer.

Oncogénesis. Secuencia de cambios citol6gicos, genéticos y celulares que culminan

en la transformacion de una célula normal en otra cancerosa.

Oncologia. Especialidad médica que estudia los tumores benignos y malignos, pero
con especial atencion a los malignos, esto es, al cancer. Esta especialidad se ocupa
del diagndstico y tratamiento del cancer, seguimiento de los pacientes, cuidados
paliativos de pacientes en situacién terminal, aspectos éticos relacionados con la
atencion a los enfermos con cancer y estudios genéticos, tanto en la poblacion
general, como, en algunos casos, en familiares de pacientes (indicado en algunos

tipos de tumores, en los que se conocen las bases hereditarias).

Oncovirus. Particulas infecciosas que tienen la capacidad de alterar el ciclo celular

transformando las células normales en cancerosas (neoplasicas).

Organos linfaticos (o linfoides). Son tejidos organizados que se caracterizan por un
elevadisimo numero de linfocitos, que contactan e interactdan con estroma no linfoide.
Los érganos linfoides primarios son el timo y la médula 6sea; en ellos se generan los
linfocitos T y B, respectivamente. Los 6rganos linfoides secundarios son aquellos en
que se inician las respuestas inmunitarias adaptativas, y estan integrados por los
ganglios linfaticos, el bazo y los tejidos linfoides asociados a mucosas, como las

amigdalas y las placas de Peyer.
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Organos linfoides centrales. Son las localizaciones de desarrollo linfocitico. En
humanos, los linfocitos B se desarrollan en la médula ésea, mientras que los linfocitos

T lo hacen en el timo a partir de progenitores derivados de la médula 6sea.

Organos linfoides periféricos. Son los ganglios linfaticos, el bazo y los tejidos linfoides
asociados a mucosas. En este tipo de drganos las respuestas inmunitarias son

inducidas, mientras que en los 6rganos linfoides centrales se desarrollan linfocitos.

P53. Gen supresor de tumores localizado en el cromosoma 17 que induce a la
apoptosis y destruccion de las células cancerosas. Sin embargo al mutar deja de
ejercer el efecto protector, por lo que esas células, cuyo ADN suele estar dafiado, en
lugar de destruirse por apoptosis se dividen sin control, mutan rapidamente sus genes

y al final se malignizan.

Perforina. Es una proteina que puede polimerizar, provocando poros en la membrana
celular; ello constituye un mecanismo importante en la lisis de la célula diana en la
citotoxicidad mediada por células. Las perforinas son producidas por células T
citotoxicas y células NK, y se almacenan en granulos que son liberados por la célula al

contactar con la célula diana especifica.

Plasma. Es la parte liquida de la sangre. Contiene agua, electrolitos y proteinas del

plasma.

Presentacion de antigeno. Designa la disposicion del antigeno en forma de fragmentos
peptidicos unidos a las moléculas de MHC en la superficie de una célula; las células T

reconocen el antigeno soélo cuando se presenta de esta forma.

Proapoptético. Sustancia 0 mecanismo que propicia la apoptosis y estorba la apariciéon
y progresion del cancer. Muchos de los genes supresores de tumores son

proapoptéticos.

Procesamiento de antigeno. Consiste en la degradacién de las proteinas en péptidos
que pueden unirse a las moléculas de MHC para su presentaciéon a las células T.
Todos los antigenos (excepto los péptidos) deben ser procesados en péptidos antes

de que puedan ser presentados por las moléculas del MHC.

Proliferacion. Aumento de la cantidad de células en un tejido mediante la division por
mitosis de las células en dos unidades con idéntico contenido genético y propiedades.
La proliferacion suele estar en relacion inversa con la capacidad de diferenciacion de

las células.
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Progenitores. Son progenies més diferenciadas de las células madre hematopoyéticas,
que dan origen a los distintos subtipos de células hematicas maduras y carecen de la

capacidad de autorrenovacion que caracteriza a las verdaderas células madre.

Proteina. Sustancia constitutiva de las células y de las materias vegetales y animales.
Es un biopolimero formado por una o varias cadenas de aminoacidos, fundamental en
la constitucion y funcionamiento de la materia viva, como las enzimas, las hormonas,

los anticuerpos, etc.

Quimiocinas. Son citocinas de escaso tamafo implicadas en la migracién y activacion
de las células, especialmente las células fagociticas y los linfocitos. Desempefian un

papel crucial en las respuestas inflamatorias.

Quimioterapia. Tratamiento médico basado en la administracibn de sustancias
guimicas (farmacos). Suele reservarse para los farmacos empleados en el tratamiento
de las enfermedades neoplasicas que tienen como funcion el impedir la reproduccion
de las células cancerosas. Dichos farmacos se denominan medicamento citotastico,
citostaticos o citotdxicos. La terapia antineoplasica tiene una gran limitacién, que es su
escasa especificidad. El mecanismo de accién es provocar una alteracion celular ya
sea en la sintesis de acido nucleico, division celular o sintesis de proteinas. La accion
de los diferentes citostaticos varia segun la dosis a la que se administre. Debido a su
inespecificidad afecta a otras células y tejidos normales del organismo, sobre todo si

se encuentran en division activa.

Radioterapia. Tratamiento oncoldgico basado en el empleo de radiaciones ionizantes
(rayos X o radiactividad, la que incluye los rayos gamma y las particulas alfa) para
eliminar las células tumorales (generalmente cancerosas), en la parte del organismo
donde se apliquen (tratamiento local). Este tratamiento actia sobre el tumor,

destruyendo las células malignas y asi impide que crezcan y se reproduzcan.

Receptor de células T. Heterodimero unido por puentes disulfuro de dos cadenas
peptidicas a y B, altamente variables, que se expresan en la membrana celular
formando un complejo con las cadenas invariantes de CD3. Las células T con este tipo
de receptor se denominan células T af. Existe un receptor alternativo formado por las
cadenas variables y y ©, que forman un complejo con CD3 que se expresa en una

subpoblacién de células T.
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Receptores de citocinas. Son los receptores celulares de las citocinas. La unién de la
citocina al receptor induce nuevas actividades en la célula, como el crecimiento,

diferenciacion o muerte.

Remision completa. Desaparicion de un cancer de la exploracion (remision clinica), de
los escéneres (radiografica), o del examen microscopico de muestras de tejido
(patoldgica). La remision no siempre es equivalente a curacién, debido a la frecuencia

de las recidivas.

Respuesta inmunitaria adaptativa o inmunidad adaptativa o respuestas inmunitarias
adquiridas. Se trata de la respuesta de linfocitos antigeno-especificos contra el
antigeno en cuestion, incluyendo el desarrollo de la memoria inmunoldgica. Son
generadas por la seleccion clonal de los linfocitos antigeno-especificos. Son distintas
de las fases innatas de la inmunidad, en las cuales no existe seleccién clonal de

linfocitos antigeno especificos.

Sefial coestimuladora. Su presencia (junto con la unién del antigeno) es necesaria
para la proliferacion de los linfocitos. Dicha sefial suele ser suministrada por una
molécula presente en la superficie de la célula que muestra el antigeno. Para las
células T, las sefales coestimuladoras son B7.1 y B7.2, moléculas relacionadas entre
si que actian como ligandos de las moléculas presentes en la membrana de las
células T, CD28 y CTLA-4. En las células B, el ligando de CD40 cumple un papel
analogo.

Singénicos. Se dice de animales genéticamente idénticos, es decir, pertenecientes a

una misma cepa de una determinada especie.

Sintetasa de o6xido nitrico (NO) inducible o INOS. Es expresada por macréfagos y
muchas otras células, e inducida por numerosos estimulos diferentes a fin de activar la
sintesis de NO. Este es el mecanismo principal de resistencia del huésped a la
infeccibn por gérmenes intracelulares en el raton, y probablemente también en

humanos.

Sistema inmunitario. Se trata del conjunto de tejidos, células y moléculas que
intervienen en la inmunidad especifica adaptativa; menos frecuentemente, el término
se emplea también para referirse a la totalidad de los mecanismos de defensa del

huésped.
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Sistema linfatico. Es el conjunto de canales linfaticos que drenan el fluido extracelular
de los tejidos hacia la sangre a través del conducto torécico, que desemboca en la
vena subclavia. Esta formado por todos los 6rganos linfaticos, como los ganglios
linfaticos y los tejidos linfaticos asociados a las mucosas (p. €j., las placas de Peyer) a

excepcion del bazo, que se comunica directamente con la sangre.
Suero. Componente liquido de la sangre coagulada.

Terapia biolégica. Tratamiento que se vale del sistema inmunoldgico del organismo
para combatir el cancer. Las células, anticuerpos y 6rganos del sistema inmunolégico
actlan para proteger y defender al organismo de invasores externos, como bacterias y

virus

Timo. Localizacién anatomica donde se produce el desarrollo de las células T. Se trata
de un érgano linfoepitelial localizado en la parte superior del térax, justo detras del

esternon.

Timocitos. Son las células linfoides que se encuentran en el timo. Principalmente se
trata de células T en desarrollo, si bien algunos timocitos ya han alcanzado madurez

funcional.

Titulo. El titulo de un antisuero es la medida de su concentracion en anticuerpos

especificos basada en diluciones seriadas hasta un punto final.

Tolerancia. Constituye la falta de respuesta a un antigeno. La tolerancia a antigenos
propios es una caracteristica esencial del sistema inmunitario; cuando se pierde, el
sistema inmunitario puede atacar los tejidos propios, como ocurre en las

enfermedades autoinmunitarias.

Traduccion (del ARN mensajero). Proceso anabdlico mediante el cual se forman las
proteinas a partir de los aminoacidos. Es el paso siguiente a la transcripcién del ADN a

ARNm. También se conoce como sintesis de proteinas.

Transcripcion. Proceso por el que las secuencias de ADN son copiadas a ARN
mediante una enzima llamada ARN polimerasa. Este proceso produce ARN mensajero

como primer paso de la sintesis de proteinas.

Transcriptasa inversa. Se trata de una enzima esencial de los retrovirus, ya que
traduce el genoma de ARN a ADN antes de la integracion en el ADN de la célula

huésped. La transcriptasa inversa también permite convertir in vitro secuencias de
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ARN en ADN complementario (ADNc), que luego puede ser clonado; en consecuencia,

constituye un reactivo importante en biologia molecular.

Tumor. Masa de células transformadas, con crecimiento y multiplicacion anormales.

Puede ser benigno o maligno.

Tumor primario. Crecimiento de células anormales o proliferacion incontrolada de
células en el lugar donde se origina el cancer, en vez de diseminarse a este 6rgano de

otras partes del cuerpo.
Tumor secundario. Metastasis.

Vaccinia. Fue la primera vacuna eficaz, destinada a tratar el virus de la viruela bovina.
Causa infeccion limitada en los seres humanos y confiere inmunidad protectora contra

el virus de la viruela humana.

Vacunacion. Consiste en la induccion deliberada de inmunidad adaptativa frente a un
germen patégeno mediante la inyeccién de una vacuna, que en general consiste en

una forma muerta o atenuada (no patogénica) del germen en cuestion.

Virus. Son microorganismos patdgenos compuestos de un genoma de Aacidos
nucleicos encerrados en una cubierta proteica. Pueden replicarse solamente en una
célula viva, ya que no poseen el mecanismo metabdlico necesario para alcanzar vida

independiente.

Xenogénicos. Se dice de animales de especies diferentes.
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ANEXO A

1.1 Analisis estadisticos ensayos antitumorales

Lecturas de absorbancia a 405nm (-490nm referencia) obtenidas tras ensayo
de actividad antitumoral con diferentes lineas tumorales. A cada lectura se le sustrajo
el valor blanco (Ablank). El dato de factor de enriquecimiento (EF) se obtuvo por la

relacion entre el valor abs. grupo tratado/ promedio abs. grupo control.



Hela 24h exposicion a rNDV-P05

Tratamiento Abs 405-490nm ABlank Promedio EF Promedio SE

Control 0,278 0,358 0,358 0,331 0,839 1,080 1,080 1,000 0,139
10HU 0,466 0,497 0,524 0,496 1,406 1,500 1,581 1,496 0,088
50HU 1,002 0,731 0,770 0,834 3,024 2,206 2,324 2,518 0,442
Nucleosoma 1,406

Blank 0,045

Hela 48h exposicion a rNDV-P05

Tratamiento Abs 405-490nm Ablank Promedio EF Promedio SE

Control 0,400 0,369 0,490 0,420 0,953 0,879 1,168 1,000 0,150
10HU 1,002 1,093 1,117 1,071 2,388 2,604 2,662 2,551 0,145
50HU 1,528 1,418 1,434 1,460 3,641 3,379 3,417 3,479 0,142
Nucleosoma 1,444

Blank 0,053

HCC1954 24h exposicion a rNDV-P05

Tratamiento Abs 405-490nm Ablank Promedio EF Promedio SE

Control 0,030 0,028 0,037 0,032 0,947 0,884 1,168 1,000 0,149
10HU 0,085 0,074 0,072 0,077 2,684 2,337 2,274 2,432 0,221
50HU 0,132 0,158 0,182 0,157 4,168 4,989 5,747 4,968 0,790
Nucleosoma 1,406

Blank 0,045

HCC1954 48h exposicion a rNDV-P05

Tratamiento Abs 405-490nm Ablank Promedio EF Promedio SE

Control 0,034 0,031 0,033 0,033 1,041 0,949 1,010 1,000 0,047
10HU 0,332 0,385 0,385 0,367 10,163 11,786 11,786 11,245 0,937
50HU 0,671 0,642 0,740 0,684 20,541 19,653 22,653 20,949 1,541
Nucleosoma 1,444

Blank 0,053

HL-60 24h exposicion a rNDV-P05

Tratamiento Abs 405-490nm Ablank Promedio EF Promedio SE

Control 0,126 0,182 0,105 0,138 0,915 1,322 0,763 1,000 0,28913088
10HU 0,724 0,483 0,662 0,623 5,259 3,508 4,809 4,525 0,90903572
50HU 1,169 0,871 1,254 1,098 8,492 6,327 9,109 7,976 1,46098774
Nucleosoma 1,259

Blank 0,041

HL-60 48h exposicion a rNDV-P05

Tratamiento Abs 405-490nm Ablank Promedio EF Promedio SE

Control 0,15 0,228 0,181 0,186 0,805 1,224 0,971 1,000 0,21076504
10HU 0,41 0,384 0,442 0,412 2,200 2,061 2,372 2,211  0,1559124
50HU 0,420 0,678 0,483 0,527 2,254 3,639 2,592 2,828 0,72187955
Nucleosoma 1,886

Blank 0,055



HepG2 24h exposicion a rNDV-P05

Tratamiento Abs 405-490nm Ablank Promedio EF Promedio SE

Control 0,023 0,021 0,027 0,024 0,972 0,887 1,141 1,000 0,12908664
10HU 0,206 0,201 0,19 0,199 8,704 8,493 8,028 8,408 0,34585998
S50HU 0,290 0,262 0,372 0,308 12,254 11,070 15,718 13,014 2,41548269
Nucleosoma 1,259

Blank 0,041

HepG2 48h exposicion a rNDV-P05

Tratamiento Abs 405-490nm Ablank Promedio EF Promedio SE

Control 0,100 0,117 0,175 0,131 0,765 0,895 1,339 1,000 0,301
10HU 1,398 1,503 1,442 1,448 10,699 11,503 11,036 11,079 0,404
S50HU 2,091 1,640 1,833 1,855 16,003 12,551 14,028 14,194 1,732
Nucleosoma 1,886

Blank 0,055

A549 cells 24h exposicion a rNDV-P05

Tratamiento Abs 405-490nm Ablank Promedio EF Promedio SE

Control 0,109 0,098 0,108 0,105 1,038 0,933 1,029 1,000 0,058
10HU 0,093 0,128 0,124 0,115 0,886 1,219 1,181 1,095 0,182
50HU 0,090 0,107 0,085 0,094 0,857 1,019 0,810 0,895 0,110
Nucleosoma 1,179

Blank 0,045

A549 cells 48h exposicion a rNDV-P05

Tratamiento Abs 405-490nm Ablank Promedio EF Promedio SE

Control 0,105 0,125 0,266 0,165 0,635 0,756 1,609 1,000 0,531
10HU 0,105 0,121 0,092 0,106 0,635 0,732 0,556 0,641 0,088
50HU 0,127 0,106 0,139 0,124 0,768 0,641 0,841 0,750 0,101
Nucleosoma 1,179
Blank 0,073

PBMC 24h exposicion a rNDV-P05

Tratamiento Abs 405-490nm Ablank Promedio EF Promedio SE

Control 0,268 0,288 0,117 0,127 0,200 1,340 1,440 0,585 0,635 1,000 0,453
10HU 0,177 0,231 0,124 0,061 0,148 0,885 1,155 0,620 0,305 0,741 0,364
50HU 0,249 0,249 0,062 0,117 0,169 1,245 1,245 0,310 0,585 0,846 0,474
Nucleosoma 1,720

Blank 0,052

PBMC 48h exposicion a rNDV-P05

Tratamiento Abs 405-490nm Ablank Promedio EF Promedio SE

Control 0,515 0,238 0,087 0,234 0,269 1,918 0,886 0,324 0,872 1,000 0,666
10HU 0,236 0,062 0,112 0,147 0,139 0,879 0,231 0,417 0,547 0,519 0,273
S50HU 0,224 0,122 0,082 0,093 0,130 0,834 0,454 0,305 0,346 0,485 0,241
Nucleosoma 1,492

Blank 0,045



Andlisis estadistico de los datos obtenidos tras los ensayos
antitumorales sobre diferentes lineas tumorales. Los datos que se consideraron para
su analisis fueron los valores de EF. El analisis estadistico se realizo con el programa

estadistico GraphPad Prism 5.

1.1.1 Hela
Table Analyzed Hela results para DUNNETT 24h
One-way analysis of variance
P value 0.0013
P value summary -
Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes
Number of groups 3 I
A 24.23 [
R squared 0.8898 |
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 3.595 2 1.798
Residual (within columns) 0.4452 6 0.07421
Total 4.041 8
Dunnett's Multiple Comparison Test Mean Diff. q Significant? P < 0.05? Summary  95% Cl of diff
Control 24h vs 10HU 24h -0.4960 2.230 No ns -1.133t0 0.1408
Control 24h vs 50HU 24h -1.518 6.825 Yes — -2.155 to -0.8814
Table Analyzed Hela results para DUNNETT 48h
|
One-way analysis of variance [
P value < 0.0001
P value summary e
Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes
Number of groups 3
F 2228
R squared 0.9867
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 9.412 2 4.706
Residual (within columns) 0.1268 6 0.02113
Total 9.539 8
Dunnett's Multiple Comparison Test Mean Diff. q Significant? P < 0.05? Summary  95% CI of diff
Control 48h vs 10HU 48h -1.651 13.07 Yes e -1.891to -1.211
Control 48h vs 50HU 48h -2.479 20.89 Yes = -2.819t0 -2.139




Table Analyzed HelLa results Table Analyzed Hela results
Column B 10HU 24h Column C 50HU 24h
vs Vs vs vs
Column E 10HU 48h Column F 50HU 48h
Unpaired t test Unpaired t test

P value 0.0004 P value 0.0231

P value summary = P value summary *

Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes

One- or two-tailed P value? Two-tailed One- or two-tailed P value? Two-tailed

t, df t=10.81 df=4 t, df t=3.584 df=4

How big is the difference?

Mean + SEM of column B

1.496 £ 0.05057 N=3

Mean + SEM of column E

25514 0.08346 N=3

Difference between means

-1.055 + 0.09759

How big is the difference?

Mean + SEM of column C

2.518 £ 0.2553 N=3

Mean + SEM of column F

3.479 £ 0.08176 N=3

Difference between means

-0.9608 + 0.2681

95% confidence interval -1.326 to -0.7844 95% confidence interval -1.705 to -0.2167

R squared 0.9669 R squared 0.7626
F test to compare variances F test to compare variances

F.DFn, Dfd 2723,2,2 F,DFn, Dfd 9.749,2, 2

P value 0.5371 P value 0.1861

P value summary ns P value summary ns

Avre variances significantly different? No Are variances significantly different? No
Table Analyzed Hela results Table Analyzed HeLa results
Column B 10HU 24h Column E 10HU 48h
Vs Vs VS Vs
Column C 50HU 24h Column F 50HU 48h
Unpaired t test Unpaired t test

P value 0.0171 P value 0.0014

P value summary * P value summary o

Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes

One- or two-tailed P value? Two-tailed One- or two-tailed P value? Two-tailed

t, df t=3.927 df=4 t, df t=7.940 df=4

How big is the difference?

How big is the difference?

Mean + SEM of column B

1.496 £ 0.05057 N=3

Mean + SEM of column E

2551+ 0.08346 N=3

Mean + SEM of column C

2518 £ 0.2553 N=3

Mean + SEM of column F

3.479 £ 0.08176 N=3

Difference between means -1.022 + 0.2603 Difference between means -0.9277 £ 0.1168
95% confidence interval -1.745 to0 -0.2997 95% confidence interval -1.252 to -0.6034
R squared 0.7941 R squared 0.9403
F test to compare variances F test to compare variances
F,DFn, Dfd 2548,2,2 F.DFn, Dfd 1.042, 2,2
P value 0.0755 P value 0.9794
P value summary ns P value summary ns
Are variances significantly different? No Are variances significantly different? No




1.1.2. HCC1954

Table Analyzed

HCC1954 results para DUNNET 24 h

One-way analysis of variance

P value 0.0002
P value summary =
Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes
Number of groups 3
F 52.33
R squared 0.9458
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 24.23 2 12.12
Residual (within columns) 1.389 6 0.2315
Total 2562 8
Dunnett's Multiple Comparison Test Mean Diff. q Significant? F Summary  95% ClI of diff
Control 24h vs 10HU 24h -1.432 3.645 Yes * -2.557t0-0.3
Control 24h vs 50HU 24h -3.968 10.10 Yes = -5.093 to -2.8l
Table Analyzed HCC1954 results para DUNNETT 48H
One-way analysis of variance
P value < 0.0001
P value summary e
Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes
Number of groups 3
F 2751
R squared 0.9892
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 5971 2 298.5
Residual (within columns) 6.510 6 1.085
Total 603.6 8
Dunnett's Multiple Comparison Test Mean Diff. q Significant? F Summary  |95% Cl of dift
Control 48h vs 10HU 48h -10.25 12.05 Yes = -12.68 to -7.8
Control 48h vs 50HU 48h -19.95 23.46 Yes = 2238 t0 -17.




Table Analyzed HCC1954 results
Table Analyzed HCC1954 results | T~ 0 e 50HU 24h
Column B 10HU 24h
Vs Vs
vs s Column F 50HU 48h
Column E 10HU 48h
Unpaired t test
Unpaired t test ;pallre = < 0.0001
D valoe <0.0001 e '
— P value summary -
P value summary Ar ignif_ different? (P < 0.05 Y
Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes © means Slg.n - rem?. £=25 > r
e 1od P valoe? —— One- or two-tailed P value? Two-tailed
L 1=15.86 d=4 Lo SR

How big is the difference?

How big is the difference?

Mean + SEM of column B

2432 £0.1275 N=3

Mean + SEM of column C

4.968 + 0.4559 N=3

Mean + SEM of column E

11.25 1+ 0.5410 N=3

Mean + SEM of column F

20.95 + 0.8897 N=3

Difference between means -8.813 1 0.5558 Difference between means -15.98 £ 0.9997
95% confidence interval -10.36 to -7.270 95% confidence interval -18.76 to -13.21
R squared 0.9843 R squared 0.9846
F test to compare variances F test to compare variances \
F,DFn, Dfd 18.01,2,2 F,DFn, Dfd 3.808,2 2
P value 0.1052 P value 0.4160
P value summary ns P value summary ns
Are variances significantly different? No Are variances significantly different? No
1.1.3. HL-60
Table Analyzed HL-60 results para Dunnett 24h
One-way analysis of variance
P value 0.0005
P value summary .
Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes
Number of groups 3
F 35.96
R squared 0.9230
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 73.00 2 36.50
Residual (within columns) 6.090 6 1.015
Total 79.09 8
Dunnett's Multiple Comparison Test Mean Diff. q Significant? P < 0.05? Summary  95% Cl of diff
Control 24h vs 10HU 24h -3.525 4286 Yes - -5.880 to -1.170
Control 24h vs 50HU 24h -6.976 8.481 |Yes e -9.331 to -4.621




Table Analyzed

HL-60 results para Dunnett 48h|

One-way analysis of variance

P value 0.0064
P value summary -
Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes
Number of groups 3
F 13.19
R squared 0.8147
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 5.190 2 2.595
Residual (within columns) 1.180 6 0.1967
Total 6.371 8
Dunnett's Multiple Comparison Test Mean Diff. q Significant? P < 0.05? Summary | 95% CI of diff
Control 48h vs 10HU 48h 1211 3344 Yes i -2.248 to -0.1742
Control 48h vs 50HU 48h -1.828 |5.048 |Yes - -2.865t0 -0.7915
TalSE . od Colemn HL-60 Table Analyzed Column HL-60
Coltl 10HU 24n Column E 10HU 48h
Vs Vs vs vs
ColumnC 50HU 24h Column F 50HU 48h
Unpaired t test Unpaired t test
P value summary ) P value summary ns
Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes Are means signif. diflerent? (P < 0.05) |No
One- or two-tailed P value? Two-tailed One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=3.473 df=4 t, df t=1.447 df=4

How big is the difference?

How big is the difference?

Mean + SEM of column B 4.525 £ 0.5250 N=3 [ Mean + SEM of column E 2211 + 0.08995 N=3
Mean £ SEM of column C 7.976 £0.8435 N=3 | Mean + SEM of column F 2828 + 0.4169 N=3
Difference between means -3.451 + 0.9935 Difference between means -0.6173 + 0.4265
95% confidence interval -6.209 to -0.6926 95% confidence interval -1.801 to 0.5666
R squared 0.7510 R squared 0.3437

F test to compare variances F test to compare variances
F.DFn, Dfd 2582,2,2 F.DFn, Dfd 21.48,2, 2
P value 0.5584 P value 0.0890
P value summary ns P value summary ns
Are variances significantly different? No Are variances significantly different? No




Table Analyzed Column HL-60 Table Analyzed Column HL-60
Column B 10HU 24h Column C 50HU 24h
Vs vs Vs vs
Column E 10HU 48h Column F 50HU 48h
Unpaired t test Unpaired t test

P value 0.0122 P value 0.0054

P value summary * P value summary -

Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes

One- or two-tailed P value? Two-tailed One- or two-tailed P value? Two-tailed

t, df t=4.345 df=4 t, df t=5.471 df=4

How big is the difference?

How big is the difference?

Mean + SEM of column B

4.525 + 0.5250 N=3

Mean + SEM of column C

7.976 + 0.8435 N=3

Mean + SEM of column E

2.211 £ 0.08995 N=3

Mean + SEM of column F

2.828 £ 0.4169 N=3

Difference between means 2.314 £ 0.5326 Difference between means 5.148 + 0.9409
95% confidence interval 0.8357 to 3.793 95% confidence interval 2.536t0 7.760
R squared 0.8252 R squared 0.8821
F test to compare variances F test to compare variances
F,DFn, Dfd 34.07,2 2 F.DFn, Dfd 4.094,2 2
P value 0.0570 P value 0.3927
P value summary ns P value summary ns
Are variances significantly different? No Avre variances significantly different? No
1.1.4. HepG2
Table Analyzed HepG2 results para Dunnett 24h
One-way analysis of variance
P value 0.0001
P value summary o
Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes
Number of groups 3
F 55.38
R squared 0.9486
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 2204 2 110.2
Residual (within columns) 11.94 6 1.990
Total 2324 8
Dunnett's Multiple Comparison Test Mean Diff. q Significant? P < 0.05? Summary  |95% ClI of diff
Control 24h vs 10HU 24h -7.408 6.432 Yes o -10.71to 4.111
Control 24h vs 50HU 24h -12.01 10.43 Yes e -15.31t0 -8.716




Table Analyzed HepG2 results para Dunnett 48h
One-way analysis of variance
P value < 0.0001
P value summary -
Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes
Number of groups 3
F 1316
R squared 09777
ANOVA Table Ss df MS
Treatment (between columns) 2854 2 1427
Residual (within columns) 6.507 6 1.084
Total 2919 8
Dunnett's Multiple Comparison Test Mean Diff. q Significant? P < 0.05? Summary | 95% Cl of diff
Control 48h vs 10HU 48h -10.08 11.85 Yes - -12.561t0 -7.646
Control 48h vs 50HU 48h -13.19 11552 Yes e -15.63 to -10.76
Table Analyzed HepG2 results para |Table Analyzed HepG2 exp. 21-3-16
Column B 10HU 24h Column E 10HU 48h
Vs vs Vs Vs
Column C 50HU 24h Column F 50HU 48h
Unpaired t test Unpaired t test
P value 0.0308 P value 0.0386
P value summary & P value summary 1
Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=3.269 df=4 t, df t=3.033 df=4

How big is the difference?

How big is the difference?

Mean + SEM of column B

8.408 £ 0.1997 N=3

Mean + SEM of column E

11.08 £ 0.2331 N=3

Mean + SEM of column C

13.01 £ 1.395 N=3

Mean + SEM of column F

14.19 £ 1.000 N=3

Difference between means -4.606 + 1.409 Difference between means -3.115 £1.027
95% confidence interval -8.516 to -0.6950 95% confidence interval -5.965 to -0.2644
R squared 0.7277 R squared 0.6970
F test to compare variances F test to compare variances
F,DFn, Dfd 48.77,2,2 F,DFn, Dfd 18.40, 2, 2
P value 0.0402 P value 0.1031
P value summary g P value summary ns
Are variances sianificantly different? Yes Are variances sianificantly different? No



Table Analyzed HepG2 exp. 21-3-16 | Table Analyzed HepG2 exp. 21-3-16
Column B 10HU 24h Column C 50HU 24h
vs VS vs Vs
Column E 10HU 48h Column F 50HU 48h
Unpaired t test Unpaired t test
P value 0.0010 P value 0.5295
P value summary b P value summary ns
Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes Are means signif. different? (P < 0.05) |No
One- or two-tailed P value? Two-tailed One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=8.702 df=4 t, df t=0.6876 df=4

How big is the difference?

How big is the difference?

Mean + SEM of column B

8.408 + 0.1997 N=3

Mean + SEM of column C

13.01 + 1.395 N=3

Mean + SEM of column E

11.08 £ 0.2331 N=3

Mean + SEM of column F

14.19 + 1.000 N=3

Difference between means -2.671 + 0.3069 Difference between means -1.180 £ 1.716
95% confidence interval -3.523 to -1.819 95% confidence interval -5.944 to 3.584
R squared 0.9498 R squared 0.1057
F test to compare variances F test to compare variances
F,DFn, Dfd 1.363,2, 2 F,.DFn, Dfd 1945 2 2
P value 0.8465 P value 0.6791
P value summary ns P value summary |ns
Are variances significantly different? No Avre variances significantly different? [No
1.1.5. A549
Table Analyzed A549 results para Dunnett 24h
One-way analysis of variance
P value 0.2364
P value summary ns
Are means signif. different? (P < 0.05) |No
Number of groups 3
F 1.852
R squared 0.3817
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 0.06004 2 0.03002
Residual (within columns) 0.09727 6 0.01621
Total 0.1573 8
Dunnett's Multiple Comparison Test Mean Diff. q Significant? P < 0.05? Summary | 95% Cl of diff
Control 24h vs 10HU 24h -0.09533 0.9170 No ns -0.3930 to 0.2023
Control 24h vs 20HU 24h 0.1047 1.007 No |ns -0.1930 to 0.4023




Table Analyzed AB549 results para Dunnett 48h
One-way analysis of variance
P value 0.4166
P value summary ns
Are means signif. different? (P < 0.05) |No
Number of groups 3
F 1.017
R squared 0.2531
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 0.2033 2 0.1016
Residual (within columns) 0.5997 6 0.09995
Total 0.8029 8
Dunnett's Multiple Comparison Test Mean Diff. q Significant? P < 0.05? Summary | 95% Cl of diff
Control 48h vs 10HU 48h 0.3590 1.391 No ns -0.3800 to 1.098
Control 48h vs 20HU 48h 0.2500 0.9685 No |ns -0.4890 to 0.9890
1.1.6 PBMC
Table Analyzed PBMC results para Dunnett 24h [
|
One-way analysis of variance
P value 0.7061
P value summary ns
Are means signif. different? (P < 0.05) |No
Number of groups 3
F 0.3618
R squared 0.07441 [
|
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 0.1355 2 0.06774
Residual (within columns) 1.685 4 0.1873
Total 1.821 1
Dunnett's Multiple Comparison Test Mean Diff. q Significant? P < 0.05? Summary  95% CI of diff
Control 24h vs 10HU 24h 0.2588 0.8456 No ns -0.5411 to 1.059
Control 24h vs 20HU 24h 0.1538 0.5025 No ns -0.6461 to 0.9536
Table Analyzed PBMC results para Dunnett 48h
One-way analysis of variance
P value 0.2311
P value summary ns
Are means signif. different? (P < 0.05) |No
Number of groups 3
F 1.731
R squared 0.2779
ANOVA Table §S df MS
Treatment (between columns) 0.6646 2 0.3323
Residual (within columns) 1.727 9 0.1919
Total 2.392 1
Dunnett's Multiple Comparison Test Mean Diff. q Significant? P < 0.05? Summary  |95% CI of diff
Control 48h vs 10HU 48h 0.4815 1.554 No ns -0.3282t0 1.291
Control 48h vs 20HU 48h 0.5153 1.663 No ns -0.2945 to 1.325

1.2 Andlisis estadisticos para la produccion de citocinas por PBMC estimuladas

con rNDV-PO5.



1.2.1 TNF-a

TNF-0 pg/ml 24h
Donante Control 10HU 20HU LPS

1 53.750 2505.833 2649.583 4457.917
1 49.583 2466.250 2512.083 4205.417
2 10.000 2805.833 2851.667 4457.917
2 -6.667 2691.250 2864.167 4205.417
3 661.852 2658.148 2815.556 4005.185
3 610.000 2482.222 2717.407 3765.556
4 1126.667 1776.667 1787.778 2769.259
4 1106.667 1706.667 1707.778 27009.259
5 1232.222 1350.741 1815.556 6365.556
5 1202.222 1300.741 1805.556 6305.556
TNF-a
3 y=0.0027x+0.0451
/ R? = 0.9964
2 —
- / B ——Curva STD
1 S
/ Linear (Curva
0 . . . STD)
0 500 1000 1500
pg/ml
Table Analyzed PBMC TNF Table Analyzed PBIIC THF [1able halyzed EEMC TN
Column A Control Column A Control C R
::nlumn B :SDHU ‘Elsolumn c ;;HU Column D LPS
Unpaired t test Unpaired t test Unpaired t test with Welch's correction
P value <0.0001 P value <0.0001 P value <0.0001
P value summary P value summary P value summary -
Are means signif_different? (P < 0.05) |Yes Are means signif_different? (P < 0.05) |Yes Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed One- or two-tailed P value? Two-tailed One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=6 279 df=18 t, df 1=7.483 di=18 Welch-corrected t, df t=8.851 df=12
How big is the difference? How big is the difference? How big is the difference?
Mean + SEM of column A 604.6 + 170.5N=10  Mean + SEM of column A 604.6 £ 170.5 N=10 _Mean + SEM of column A 604.6 £ 170.5 N=10
Mean + SEM of column B 2174 £ 182.8 N=10 Mean + SEM of column C 2353 + 159.7 N=10 Mean + SEM of column D 4352 + 387.5 N=10
Difference between means -1570 £ 250.0 Difference between means 1748 + 2336 Difference between means -3747 + 4234
95% confidence interval -2095 to -1045 95% confidence interval 223910 -1257 95% confidence interval -4670 to -2825
R squared 0.6865 R squared 0.7567 R squared 0.8672
F test to compare variances F test to compare variances F test to compare variances
F.DFn, Did 1149, 9,9 F.DFn, Dfd 1.141,9,9 F,DFn, Dfd 5.162,9,9
P value 0.8393 P value 0.8475 P value 0.0226
P value summary ns P value summary ns P value summary "
Are variances significantly different? No Are variances significantly different? No Are variances significantly different? Yes

1.2.2. sSTRAIL



sTRAIL pg/ml 24h

Donante Control 10HU 20HU LPS
1 25.60 261.60 301.60 25.60
1 16.60 328.60 422.60 14.60
2 13.60 167.60 209.60 31.860
2 14.60 280.60 266.60 16.60
3 13.60 77.60 105.60 -2.40
3 16.60 116.60 100.60 6.60
4 45.60 59.60 49.60 47.60
4 40.60 52.60 45.60 42.60
5 39.60 79.60 57.60 31.860
5 35.60 85.60 63.60 28.60
sTRAIL
0.2
0.18
0.16 s =
/ y = 0.0005x- 0.0013
Ll S R?=0.9921
0.12
8 01 / -
= =$=Curva STD
0.08 —
0.06 / = —— Linear (Curva STD)
0.04
0.02
0 / T T T 1
0 100 200 300 400
(pg/mi)
Table Analyzed PBMC sTRAIL Table Analyzed PBMC sTRAIL Table Analyzed PBMC sTRAIL
Column A Control Column A Control Column A Control
‘gnlumn B ::HU (v:salumn C \;OHU (v:solumn D E’S
Unpaired t test with Welch's correction Unpaired t test with Welch's correction Unpaired t test with Welch's correction
P value 0.0041 P value 0.0097 P value 0.7697
P value summary e P value summary = P value summary ns
Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes Are means signif. different? (P < 0.05) |No
One- or two-tailed P value? Two-tailed One- or two-tailed P value? Two-tailed One- or two-tailed P value? Two-tailed
Welch-corrected t, df t=3.815 df=9 Welch-comrected t, df t=3.271 d=9 Welch-corrected t, df t=0.2974 df=17

How big is the difference?

How big is the difference?

How big is the difference?

Mean + SEM of column A

26.20 £ 4.067 N=10

Mean + SEM of column A

26.20 + 4.067 N=10

Mean + SEM of column A

26.20 + 4.067 N=10

Mean + SEM of column B

151.0 + 32.46 N=10

Mean + SEM of column C

162.3 +41.41 N=10

Mean + SEM of column D

24.30 + 4.926 N=10

Difference between means 12483271 Difference between means -136.1 £ 41.61 Difference between means 1.900 + 6.388
95% confidence interval -198.8 to -50.80 95% confidence interval -230.2 to 41.98 95% confidence interval -11.58 to 15.38
R squared 0.6179 R squared 0.5431 R squared 0.005177
F test to compare variances F test to compare variances F test to compare variances
F,DFn, Dfd 63.71,9.9 F.DFn, Dfd 103.7,9,9 F.DFn, Dfd 1.467,9,9
P value < 0.0001 P value < 0.0001 P value 05769
P value summary - P value summary - P value summary ns
Are variances significantly different? Yes Avre variances significantly different? Yes Avre variances significantly different? No

1.2

.3. IFN-a



IFN-a pg/ml 24h

Donante Control 10HU 20HU LPS
1 -61.354 258.438 194.896 -60.313
1 -65.521 246.979 204.271 -58.229
2 -69.688 35.521 61.563 -61.354
2 -60.688 39.688 57.396 -65.521
3 -51.979 52.188 49.063 -47.813
3 -56.146 36.563 55.313 -51.979
4 -711.771 -63.438 -50.938 -65.521
4 -68.646 61.354 59.271 -68.646
5 -70.729 68.646 57.188 -60.313
5 -66.563 64.479 63.438 -58.229
IFN-a
3
y =0.0048x+ 0.0579
25 / R?=0.9962
2
g 15 / e —&#—Curva estandar
——Linear (Curva
05 / estandar)
0 / T T 1
0 200 400 600
pg/mi
Table Analyzed PBMC IFN-a Table Analyzed PBMC IFN-a Table Analyzed PBMC IFN-a
Column A Control Column A Control Column A Control
"golumn B :SOHU ::solumn c ZSOHU :olumn D ‘I:EPS
Unpaired t test with Welch's correction Unpaired t test with Welch's correction Unpaired t test
P value 0.0234 P value 0.0099 P value 0.1346
P value summary = P value summary - P value summary ns
Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes Are means signif. different? (P < 0.05) |No
One- or two-tailed P value? Two-tailed One- or two-tailed P value? Two-tailed One- or two-tailed P value? Two-tailed
Welch-corrected t, df t=2.725 df=9 Welch-corrected t, df 1=3.259 df=9 t, df t=1.567 df=18

How big is the difference?

How big is the difference?

How big is the difference?

Mean £ SEM of column A

-64.31 £ 2.086 N=10

Mean + SEM of column A

-64.31 + 2.086 N=10

Mean + SEM of column A

-64.31 + 2.086 N=10

Mean + SEM of column B

41.15 £ 38.65 N=10

Mean + SEM of column C

39.17 £ 31.68 N=10

Mean £ SEM of column D

-59.79 + 1.990 N=10

Difference between means -105.5 + 38.70 Difference between means -103.5 £ 31.75 Difference between means 4517 +2.883
95% confidence interval -193.0t0 -17.91 95% confidence interval -175.3 0 -31.66 95% confidence interval -10.57 to 1.541
R squared 0.4520 R squared 05413 R squared 0.1200
F test to compare variances F test to compare variances F test to compare variances
F.DFn, Dfd 3432,9.9 F.DFn, Dfd 2306,9.9 F.DFn, Dfd 1.099,9,9
P value < 0.0001 P value < 0.0001 P value 0.8906
P value summary - P value summary - P value summary ns
Are variances significantly different? Yes Are variances significantly different? Yes Are variances significantly different? No

1.2.4. IFN-y



Donante

[

U BB W W NN

Control

IFN-Y pg/ml 24h

10HU
-2.050
-1.987
-2.13
-2.050
-1.547
-1.673
-0.855
-0.541

5.874

4.742

5.371
5.623
11.220
11.849
6.755 7.
7.258
0.000
0.000
12.220
13.149

20HU
4

4

20.
20.

7.950
-0.226
-0.038

23.421
22.289

LPS
14.679
14.176
18.013
17.384

1.975
2.918
7.069
7.006
71.723
75.057

176
491
088
528
698

IFN-y

y =0.0159x + 0.0226

12 R2=0.9979
0.6 / —— —e—CuvasTD
—Lineal (Curva
0.2 - STD)
0 T T T 1
pg/ml
Table Analyzed PBMC IFN fatie Anstyzed PMC Il Table Analyzed [PBMC IFN
20¢ Aoz ! Column A Control Lo, s}
Column A Control = s Column A Control
vs vs vs vs
I H
Column B 10HU Ll 2000 Column D LPS
Unpaired t test U:pallred EISSESEINNFelch's correction 30050 Unpaired t test with Welch’'s correction
P value 0.0005 e : P value 0.0249
B — P value Y - ~
value summary - . = P value Y
Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes Are means signif. different? (P <0.05) |Yes Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed One- or bwo-tall S ESvae . Two-talled One- or two-tailed P value? Two-tailed
b dr 1=4233 4=18 Welch-corrected t, df 1=3.577 =10 Welch-corected t, df 1=2.687 =9

How big is the difference?

Mean + SEM of column A

-0.2201 4 0.9402 N=10

Mean + SEM of column B

7.344 + 1520 N=10

How big is the difference?

Mean + SEM of column A

-0.2201 + 0.9402 N=10

Mean + SEM of column C

11.04 £ 3.004 N=10

How big is the difference?

Mean + SEM of column A

-0.2201 + 0.9402 N=10

Mean + SEM of column D

23.00 £ 8.591 N=10

Difference between means -7.565 + 1.787 Difference between means -11.26 +3.148 Difference between means -23.22 £ 8.642
95% confidence interval -11.3210 -3.810 95% confidence interval -18.27 to 4.245 95% interval 4277 to -3 672
R squared 0.4989 R squared 0.5613 R squared 0.4451
F test to compare variances F test to compare variances F test to compare variances
F,DFn, Dfd 2613,9,9 F.DFn, Did 10.21,9,9 F,DFn, Dfd 83.50,9,9
P value 0.1686 P value 0.0019 P value < 0.0001
P value summary ns P value summary = P value summary =
Are variances significantly different? No Avre variances significantly different? Yes Are variances significantly different? Yes



1.3. Andlisis estadisticos para la expresion (ARNm) de citocinas por
PBMC estimuladas con rNDV-PO5.

1.3.1. TNF-a

Table Analyzed PBMC gen TNF-a
Table Analyzed PBMC gen TNF-a | Column A Control
Column A Control hicl ve
vs vs Column B LPS
Column C NDV
Unpaired t test with Welch's comrection
Unpaired t test with Welch's correction P value 0.0819
P value 0.0056 P value summary ns
P value summary - Are means signif_different? (P < 0.05) |No
Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes One- or two-tailed P value? Two-tailed
One- or two-tailed P value? Two-tailed Welch dt df t=1.958 df=9
Welch-corrected t, df t=3.755 df=8

How big is the difference?

Mean + SEM of column A

1.055 + 0.1219 N=9

TMF-O Incremento expresion relativo

How big is the difference?

Mean + SEM of column A

1.055 £0.1219 N=9

Mean £ SEM of column B

1.933 £ 0.4315 N=9

Mean + SEM of column C 3.063 £ 0.5207 N=9 1 0.8197 1.3089 1.0631
Diference between means 2006 z05Ms __ —Dinerence between means o802 0448 1 15058 20833 2483
95% confidence interval 324110 0.7750 r:‘ﬂwd L E]':;fa“’ Lk 1 07645 19400 5 5600
R squared 05300 2 - 2 11817 08562 37835

F test to compare variances F test to compare variances 2 0.6567 0.4125 51328
F.DFn, Did 1826.8.8 F.DFn, Dfd 1254, 8,8 2 1.2886 0.8255 5.5092
P valis 0.0004 P value 0.0017 3 0.6716 29982 20257
P value summary = P value summary - 2 0.9570 2.4007 1.4861
Are variances significantly different? Yes Are variances significantly different? Yes 3 1.5560 4. 5673 3.4307

1.3.2. TRAIL

Table Analyzed PBMC gen TRAIL Table Analyzed PBMC gen TRAIL

Columml (Control Column A ‘Control

A ke Vs vs

Column € DV Column B LPS

Unpaired t test with Welch's correction Unpaired t test with Welch's correction
P value 0.0015 Py 00489
P value summary i P value v 3
Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed One- or two-tailed P value? Two-tailed

Welch-corrected t, df 1=4.723 df=8 Welch-corrected t, df 1=2.320 df=8

How big is the difference?

TRAIL Incremento expresion relativo a

How big is the difference?

Mean + SEM of column A

1.183 1 0.2577 N=9

Mean + SEM of column A

1.183 + 0.2577 N=9

Mean + SEM of column C 8.649£1.560 N=9  Mean + SEM of column B 3.728 £ 1.066 N=9 1 1.3352 36149
g::enc:dm-': rr':;lans :1;14?: ‘t 1:2121 Diferencf ?emegn means -2.545 £ 1.097 1 1.9529 33160 16.0144
qu:;:d a1 L 25% ed intenval ::;7;‘“ 0.01584 1 09317 46260 11.0347
X squar

g 2 0.7611 0.5109 4.8577

F test to compare variances F test to compare variances = 1.4011 0.5740 5.5652
F,DFn, Dfd 36.65. 8, 8 F,DFn, Did 17.12,8,8 2 0.9377 0.9940 52114
P value <0.0001 P value 0.0006 3 0.8590 5.2412 7.5891
P value summary - P value summary i 3 0.4111 83.4518 5.0470
Are variances significantly different? Yes Are variances significantly different? Yes 3 2 8316 8.5002 15.9106

1.3.3. IFN-a



Table Analyzed PBMC gen IFN-a
Column A Control
vs Vs
Column C MNDV
Unpaired t test with Welch's correction

P value 0.0035

P value summary =

Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes

One- or two-tailed P value? Two-tailed
Welch-corrected t, df t=4.093 df=8

Table Analyzed

PBMC gen IFN-a

Column A Control
vs vs
Column B LPS
Unpaired t test
P value 0.0979
P value summary ns
Are means signif. different? (P < 0.05) |No
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=1.758 df=16

How big is the difference?
Mean + SEM of column A

1.048 £ 0.1112 N=9

How big is the difference?

Mean + SEM of column A

1.048 £ 0.1112 N=9

Mean + SEM of column C

10.80 +2.379 N=9

Mean + SEM of column B

0.7338 + 0.1402 N=9

Difference between means -9.747 £ 2.381 Difference between means 0.3145 £ 0.1789
95% confidence interval -15.24 to 4.255 95% confidence interval -0.06477 to 0.6938
R squared 0.6768 R squared 0.1619
F test to compare variances F test to compare variances
F,DFn, Dfd 4579,8, 8 F.DFn, Dfd 1590, 8,8
P value < 0.0001 P value 0.5265
P value summary - P value summary ns
Are variances significantly different? |Yes Are variances significantly different? |No

1.3.4. IFN-y

Table Analyzed PBMC gen IFN-g
Column A Control
vs vs
Column C NDV
Unpaired t test with Welch's cormection

P value 0.0101

P value summary E

Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes

One- or two-tailed P value? Two-tailed
Welch-corrected t, df 1=3.352 df=8

Table Analyzed IPBMC gen IFN-g
Column A Control
vs vs
Column B LPS
Unpaired t test with Welch's correction

P value 0.0859

P value summary ns

Are means signif. different? (P <0.05) |No

One- or two-tailed P value? Two-tailed
Welch-corrected t, df t=1.958 df=8

How big is the difference?

How big is the difference?

Mean + SEM of column A

0.9171 £ 0.1231 N=9

Mean 1+ SEM of column A

0.9171 £ 0.1231 N=9

Mean + SEM of column C

11.41 £ 3127 N=9

Mean + SEM of column B

4751 + 1.954 N=9

Difference between means -10.49 £ 3.130 Difference between means -3.834 + 1.958
95% confidence interval A7.7110-3.273 95% confidence interval -8.349 to 0.6808
R squared 0.5841 R squared 0.3240
F test to compare vanances F test to compare variances
F DFn, Dfd 6454, 8,8 F,DFn, Dfd 252.0,8, 8
P value < 0.0001 P value < 0.0001
P value summary On P value summary -
Are variances significantly different? Yes Are variances significantly different? Yes

Donante

1
1
2
2
2
3
3
3

[ T T R N R R ]

IFN-0O Incremento expresion relativo

0.761 0.8747 11.7069
1401 08788 10,9229
0.9377 0.8512 88722
13121 1.0000 22533
0.6708 1.0000 9.0188
1.1362 0.0000 7.0863
0.6182 1.0000 16.9388
1.0346 0.0000 4.2975
1.5636 1.0000 26.0601

IFN-Y Incremento expresion relativo a

B-act
0.7773 0.7048 2.2408
1.2866 0.9997 3.6181
0.0913 1.3713 7.6530
1.0648 1.1780 7.8332
0.7209 1.0980 10.6095
1.3027 1.0661 6.7041
0.9507 7.8199 9.6804
1.1234 15.4947 204346
0.9363 13.0276 248923

1.4 Analisis estadistico caracterizacion fisicoquimica de rNDV-PO5.

1.4.1 Determinacioén de la actividad hemaglutinante de rNDV-P0O5 en

diferentes valores de pH.

Inverso del

titulo HU
(replica)

2
3
4
5
6

32
32
32
32
32
32

AR AR AR AR AR

128
128
128
128
128
128

64
64
64
64
64
64




Table Analyzed |Hemagglutination assay NDV pH's
One-way analysis of variance
Pvalue <0.0001
P value summary e
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
Number of groups 4
F 12160
R squared 0.9995
Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected) 0.0000
Pvalue 1.0000
P value summary ns
Do the variances differ signif. (P < 0.05) No
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 29180 3 9728
Residual (within columns) 16.00 20 0.8000
Total 29200 23
Dunnett's Multiple Comparison Test Mean Diff. q Significant? P < 0.05? Y 95% CI of diff
74vs3 96.00 1859 Yes = 94.6910 97.31
7.4vs5 64.00 1239 |Yes L] 62.69to 65.31
74vs 9 64.00 1239 ]Yes . 62.69t0 65.31

1.5 Analisis estadistico de la proteina HN expresada en N. benthamiana.

1.5.1 Proteina HN (pg/ml) precipitada por el método de
metanol/cloroformo
Curva para proteina HN
15 y = 0.0007x+ 0.0119
2
= y ~— R*=0.9872
- TBS o ! =
R n Q B
No filtrado No filtrado 05 f% —+—Curva STD
3725  0.562 5439  0.382 o#¥F——————  —Linear(CurvasTo)
0 500 1000 1500 2000
3.446 0.596 5.709 0.326
ng/ml
4.192 0.643 5.799 0.36
e . v CEE— - -
1
Table Analyzed HN purificada precipitacion l Table Analyzed HN purificad Table Analyzed HN purificada
Column A No filtrado Column C No fitrado Column B Filtrado
vs VS vs vs Vs VS
Column B Filtrado Column D [Filtrado Column D Filtrado
Unpaired t test with Welch's correction Unpaired t test with Welch's correction Unpaired t test
P value 0.0047 P value 0.000 P value 0.0010
P value summary e P value summary P value y_ -
Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes Are means signi. dfferent? (P < 0.05) | Yes Are means signif_different? (P < 0.05) |Yes
One- of two-tailed P value? Two-tailed One- or two-tailed P value? Twotailed One- o two-tailed P value? Two-tailed
Welch-corrected t, df t=14 56 df=2 Welch-corrected t, df 1=48.30 d=2 tdf 1=8.549 df=4

How big is the difference?

Mean + SEM of column A

3.788 + 0.2176 N=3

How big is the difference?

Mean + SEM of column B

0.6003 + 0.02348 N=3

Mean + SEM of column C

5649 + 0.1082 N=3

Mean + SEM of column D

0.3560 + 0.01629 N=3

How big is the difference?

Mean + SEM of column B

0.6003 £ 0.02348 N=3

Mean + SEM of column D

0.3560 % 0.01629 N=3

Difference between means

0.2443 1 0.02858

Difference between means 3.187 £ 0.2189 Diffierence between means 5293101094
95% confidence interval 2245104129 95% confidence intenval 4822105 764 95 interval 01650 10 0.3237
R squared 0.9307 R squared 09991 R squared 0.9481
F test to compare variances F test to compare vaniances. F test to compare variances
F.DFn, Did 85.86.2,2 F.DFn, DId 410,22 F.OFn. O 2078, 2,2
P value 0.0230 P value 00444 P value 0.6497
P value summary - P value summary 0 P wlug summary ) ns
Are variances significantly different? Yes "Are vari different? Yes Are y different? No




1.5.2 Proteina HN (ng/ml) analizada en microsomas.

Sobrenadante Debris Microsoma
No filtrado |FIIYEI[eIM No filtrado IFIMEIlM No filtrad dali{Elle]
495.2 686.1 261.8 454.2 -10.9
457.3 148.2 1180 111.8 399.7 16.4
219.4 111.8 655.8 98.2 442.1 -6.4
Curva para proteina HN
2 =
y=0.0011x+0.0134
15 _— R?=0.999
8 1 /
— == Curva 5TD
0.5
—— Linear (Curva STD)
0 T T T 1
0 500 1000 1500 2000
ng/ml
_‘ teet Sobrenadante et Debris e Microsoma
Table Analyzed HN microsomas Table Analyzed HN microsomas Table Analyzed HN microsomas
Column A No filtrado I Column C No filtrado Column E No filtrado
vs vs vs vs vs vs
Column B Filtrado Column D Filtrado Column F Filtrado
Unpaired t test Unpaired t test Unpaired t test
P value 0.0711 P value 0.0184 PP value < 0.0001
P value summary ns P value summary " P value summary -
Are means signif. different? (P < 0.05) |No Are means signif_ different? (P < 0.05) |Yes Are means signif different? (P < 0.05) |Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed One- or two-tailed P value? Two-tailed One- or two-tailed P value? | Two-tailed
t, df 1=2.441 df=4 t, df t=3.843 df=4 t, df t=23.29 df=4

How big is the difference?

How big is the difference?

How big is the difference?

Mean + SEM of column A

390.6 + 86.31 N=3

Mean + SEM of column C

8406 + 169 9 N=3

Mean + SEM of column E

432.0 + 16.52 N=3

Mean £ SEM of column B

163.3 + 34.95 N=3

Mean + SEM of column D

157.3 £ 52.41 N=3

Mean + SEM of column F

-0.3000 £ 8.450 N=3

Difference between means 227.3£93.12 Difference between means 6834 £1778 Difference between means 432.3 £ 18.56
95% confidence interval -31.20 to 485.8 95% confidence interval 189.8 to 1177 95% confidence interval 380.8 to 483.8
R squared 0.5983 R squared 0.7869 R squared 0.9927
F test to compare variances F test to compare variances F test to compare variances
F DFn, Dfd 6.099,2 2 F DFn, Dfd 1051,2,2 F.DFn, Dfd 3823,2 2
P value 0.2817 P value 0.1738 P value 0.4147
P value summary ns P value summary ns P value summary ns
Are variances significantly different? No Are variances significantly different? No Are variances significantly different? No




I
UALELIE Todas fracciones No filtrado
Table Analyzed HN microsomas
One-way analysis of variance
P value 0.0513
P value summary ns
Are means signif. different? (P < 0.05) |No
Number of groups 3
F 5.072
R squared 0.6283
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 371200 2 185600
Residual (within columns) 219600 6 36590
Total 590700 8
AEemANDNA Todas las fracciones Filtrado
Table Analyzed HN microsomas
One-way analysis of variance
P value 0.0326
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes
Number of groups 3
F 6.391
R squared 0.6805
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 51640 2 25820
Residual (within columns) 24240 6 4040
Total 75880 8
Dunnett's Multiple Comparison Test Mean Diff. q Significant? P < 0.05? Summary  95% Cl of diff
Filtrado vs Filtrado -163.6 3.153 Yes o -312.2 to -15.06
Filtrado vs Filtrado -157.6 3.036 Yes & -306.1 to -8.992

1.5.3 Proteina HN (ng/ml) analizada del extracto de N. benthamiana.

Table Analyzed Extracto N benth
Column A No filtrado
vs vs
Column B Filtrado
Unpaired t test

P value 0.0361

P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes

One- or two-tailed P value? Two-tailed

t, df t=3.105 df=4

How big is the difference?

Mean + SEM of column A 1372 £ 127.7 N=3
Mean + SEM of column B 890.6 + 88.24 N=3
Difference between means 481.8 £ 155.2 .
95% confidence interval 51.03t0 912.6 Curva para protelna HN
R squared 0.7067 2 y=0.0011x+0.0134
Extracto N. benth s s R?=0.999
No filtrado |lliglele F test to compare variances g 1 —m Curva STD
F,DFn, Dfd 2093,2 2 05
1625.5 789.1 Do 06466 o —— Linear {Curva STD)
1216.4 816.4 5 ae summary = 0 500 1000 1500 2000
1275.5 1066.4 | Are variances significantly different? No ng/mi
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