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Introduccion. En etapas tempranas del proceso de
fusion mediado por la glicoproteina F del Paramyxovirus
SV5 se generan poros en membranas citoplasmaticas,
que proveen canales de difusién intracelular Gtiles como
vias de acceso para farmacos. Esto proporciona una
estrategia para la incorporacion de farmacos de efecto
antineoplasico en situaciones criticas, tales como
disminucién de dosis efectivas; o bien, mayor difusién en
células con resistencia a multi-farmacos (1,2).

Objetivo. Demostrar que la expresién de la glicoprotéina
fusogénica de SV5 incrementa la difusién de farmacos
antineoplasicos.

Metodologia. La expresion de la proteina fusogénica (F),
timidinaquinasa (tk), proteina verde fluorescente (GFP) y
B-galactosidasa (lacZ) se llevd a cabo mediante
transfeccion con adenovirus recombinantes (Ad) a
multiplicidades de infeccion definidas (m.o.i.). El sistema
de activacion de Ganciclovir de la tk del virus Herpes
simplex  (HSV-tk/GCV) proporcion6 el farmaco
monofosfato (GCV-MP). La formacién de poros se
evidencié mediante difusion de GFP en células CV1 y
andlisis con microscopia de fluorescencia y electronica.
Los ensayos de viabilidad se llevaron a cabo en placas
de co-cultivo con dos poblaciones celulares separadas
por una membrana de 0,4 um de poro. Se prepararon
cultivos de células A431 (Carcinoma) con 4x10*
células/celda/pozo. Las células en la celda inferior fueron
infectadas a 25 m.o.i. con AdF, mientras que las de la
celda superior se trataron con Adtk a la misma m.o.i.
Cumplidas 24 horas, se renové el medio de cultivo con 5
ug/ml de GCV. Los cultivos fueron incubados durante 5
dias y posteriormente se determind la viabilidad celular
del compartimento inferior. Se emplearon controles
negativos y transfectados con AdlacZ como virus control.

Resultados. La expresion de la glicoproteina F de SV5
induce alteracion de la estructura de la membrana celular
a través de poros. La mortalidad celular resultante de la
aplicacion simultanea de ambas terapias es mayor que la
alcanzada de manera individual por cada una de ellas.
Se produce una disminucion del 95% de la poblacién
celular en el tratamiento conjunto. En comparacion, la
aplicacion de la expresiéon de la proteina F de manera
individual resulta en una disminucién del 60%, mientras

gue el tratamiento con el sistema Adtk/GCV solo alcanza
a provocar efecto en un 10% de las células.

Fig. 1. Caracterizacion ultraestructural de células A431. Ay B, células
tratadas con AdF a 75 m.o.i. C, células tratadas con AdlacZ.
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Fig. 2. Difusién de GFP en células CV1. Ay B, células tratadas con AdF
a 75 m.o.i. 24 y 72 h. post-transfeccion. C, Viabilidad celular de A431
del compartimento inferior (Control, N/AdF, GCV/AdF, tk-GCV/AdF, tk-
GCV/N y GCV/IN). N: No tratamiento.

Conclusiones. Se establece que las células que
expresan la proteina F de SV5 en su membrana permiten
una mayor difusion de GCV-MP que las células con
membrana citoplasmaética integra.
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