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Resumen 
La viroterapia oncolítica es un área de estudio reciente, cuyo fin es ofrecer una alternativa al 

tratamiento del cáncer, debido a que esta enfermedad ocupa uno de los primeros lugares de 

mortalidad a nivel mundial. Esta investigación tiene como objetivo determinar la capacidad oncolítica 

de rotavirus WTEW en tumores alogénicos, generados a partir de células Sp2/0-Ag14, en ratones Balb/c. 

En el laboratorio de Biología Molecular de Virus de la Universidad Nacional de Colombia, se han 

realizado estudios sobre el rotavirus, el cual es un miembro de la familia reoviridae. Dichos 

estudios han sugerido que el virus tiene tropismo por células tumorales, las cuales tienen como 

característica la presencia de proteínas de choque térmico, la integrina β3, PDI o Erp57. Para esto 

se determinó la presencia de antígenos rotavirales en tumores alogénicos generados en ratones 

Balb/c con células Sp2/0-Ag14 por medio de ensayos de Elisa, Western Blot e 

inmunofluorescencia, por otro lado se determinó la presencia de antígenos relacionados con muerte 

celular colocalizados con los antígenos rotavirales con los ensayos anteriormente mencionados, en 

los cuales se obtuvo como resultados una infección de las células tumorales en el modelo alogénico 

al realizar una inoculación intratumoral y a su vez se logró determinar un aumento en la presencia 

de antígenos relacionados con muerte celular. Como conclusión del estudio se determinó que el 

rotavirus WTEW posee la capacidad de infectar células tumorales en el modelo in vivo aumentando 

la presencia de antígenos rotavirales y generando un proceso citoestático en el crecimiento tumoral. 

Palabras clave: In vivo, modelo alogénico, rotavirus, oncólisis.  
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Abstract 

Oncolytic virotherapy is a recent area of study, whose purpose is to offer an alternative to the 

treatment of cáncer, because this disease occupies one of the first places of mortality worldwide. 

This research aims to determine the oncolytic capacity of WTEW rotavirus in allogeneic tumors 

generated from Sp2 / 0-Ag14 cells in Balb / c mice. In the laboratory of Molecular Biology of Virus 

of the National University of Colombia, studies have been made on the rotavirus, which is a 

member of the reoviridae family. These studies have suggested that the virus is tropism by tumor 

cells, which are characterized by the presence of heat shock proteins, β3 integrin, PDI or Erp57. 

For this, the presence of rotaviral antigens in allogeneic tumors generated in Balb / c mice with 

Sp2 / 0-Ag14 cells was determined by means of Elisa, Western Blot and immunofluorescence 

assays, on the other hand the presence of antigens related to cell death colocalized with the rotavirus 

antigens with the aforementioned tests, in which results were obtained an infection of the tumor 

cells in the allogeneic model when performing an intratumoral inoculation and in turn was possible 

to determine an increase in the presence of antigens related to cell death . As conclusion of the 

study it was determined that WTEW rotavirus possesses the ability to infect tumor cells in the in 

vivo model increasing the presence of rotaviral antigens and generating a cytostatic process in 

tumor growth. 

Key words: In vivo, allogeneic model, rotavirus, oncolysis 

 

  



VII 
 

 

Contenido 
Resumen ........................................................................................................................................... V 

LISTA DE FIGURAS ...................................................................................................................... IX 

LISTA DE TABLAS ........................................................................................................................ IX 

INTRODUCCIÓN ............................................................................................................................ 1 

MARCO TEÓRICO ......................................................................................................................... 2 

1. CAPÍTULO  VIRUS ONCOLÍTICOS ....................................................................................... 2 

1.1 Modo de acción de virus oncolíticos ................................................................................................... 3 

1.1.1 HSV-1 (T-VEC) ........................................................................................................................... 5 

1.1.2 Reovirus ....................................................................................................................................... 5 

1.2 Modelo de ratón en virus oncolíticos .................................................................................................. 5 

2. CAPÍTULO  ROTAVIRUS ........................................................................................................... 7 

2.1 Características generales del rotavirus ................................................................................................ 7 

2.2 Morfología y Estructura ...................................................................................................................... 7 

2.2.1 Características de las proteínas virales ............................................................................................. 8 

2.2.1.1 Proteínas estructurales ............................................................................................................... 8 

2.2.1.2 Proteínas no estructurales .......................................................................................................... 9 

2.3 Clasificación ...................................................................................................................................... 10 

2.4 Epidemiologia ................................................................................................................................... 10 

2.5 Interacción virus-célula: adsorción y penetración ............................................................................. 11 

2.6 Ciclo replicativo ................................................................................................................................ 11 

2.7 Riesgos de laboratorio ....................................................................................................................... 13 

2.8 Receptores celulares de rotavirus ...................................................................................................... 14 

2.8.1.  Generalidades de la PDI ........................................................................................................... 14 

2.8.1.1 Estructura de la PDI ................................................................................................................ 14 

2.8.1.2 PDI y cáncer ............................................................................................................................ 14 

2.8.1.3 PDI y rotavirus ........................................................................................................................ 15 

2.8.2.1 Generalidades de las Integrinas ............................................................................................... 15 

2.8.2.2 Estructura de las integrinas ..................................................................................................... 15 

2.8.2.3  Integrina αVβ3 y cáncer ......................................................................................................... 15 

2.8.2.4 integrinas y rotavirus ............................................................................................................... 16 



VIII 
 

2.8.3.1  Generalidades de las Chaperonas HSPS ................................................................................ 16 

2.8.3.2 HSPs y cáncer.......................................................................................................................... 17 

2.8.3.3 Hsc 70 .............................................................................................................................................. 18 

2.8.4 Otros receptores candidatos ................................................................................................................ 18 

3. ANTECEDENTES .................................................................................................................. 19 

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ................................................................................. 19 

5. JUSTIFICACION.................................................................................................................... 20 

6. OBJETIVO GENERAL .......................................................................................................... 21 

6.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS ............................................................................................................ 21 

7. HIPOTESIS ............................................................................................................................. 21 

8. METODOLOGIA.................................................................................................................... 21 

8.1Diseño experimental ........................................................................................................................... 21 

8.1.1Animales virus y reactivos .......................................................................................................... 21 

8.1.2 Condiciones ambientales en las que se mantuvo a los ratones ....................................................... 22 

8.1.3 Obtención del título viral ................................................................................................................ 22 

8.1.4 Proceso de inmunosupresión, inoculación celular e infección de los ratones y aislamiento de 

tumor. ...................................................................................................................................................... 22 

8.1.5 Inmunocitoquímica de Tumores Aislados .................................................................................. 23 

8.1.6 Fluorescencia .............................................................................................................................. 24 

8.1.7 Western Blot ............................................................................................................................... 24 

8.1.8 Elisa de Captura ......................................................................................................................... 24 

8.1.9 Ensayo de TUNEL ......................................................................................................................... 25 

8.1.10 Sujetos de Estudio, Tamaño de Muestra y Recolección ........................................................... 25 

8.1.11 Procedimientos para Garantizar Aspectos Éticos en las Investigaciones con Animales .......... 25 

8.1.12 Estadística................................................................................................................................. 26 

9. RESULTADOS ........................................................................................................................ 26 

9.1. El aislamiento Rotaviral WTEW tiene mayor concentración viral respecto a Ecwt y Wt1-5. .... 26 

9.2. La infección con la cepa rotaviral WTEW en el modelo in vivo Balb/c SP2 Ag14/0 muestra 

diferencias en el volumen tumoral pero no en el peso a través de los días. ............................................ 27 

9.3 Hay presencia de antígenos rotavirales en los tumores extraídos del modelo murino Balb/c. .......... 28 

9.4 Los ratones Balb/c Sp2/O-Ag14 tratados con rotavirus WTEW presentan bajo título de anticuerpos.

 ................................................................................................................................................................. 30 

9.5  La presencia de antígenos rotavirales coincide con la expresión de señales de  muerte celular. ..... 31 

9.6 La infección rotaviral induce muerte celular por degradación de material genético. ........................ 35 



IX 
 

10. DISCUSIÒN ............................................................................................................................ 37 

11. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES ........................................................................ 40 

11.1 Conclusiones ................................................................................................................................... 40 

11.2 Recomendaciones ............................................................................................................................ 40 

12. ANEXO A: Presencia de antígenos relacionados con muerte celular e infección rotaviral 

individuales ..................................................................................................................................... 41 

13. BIBLIOGRAFIA ..................................................................................................................... 45 

 

 

LISTA DE FIGURAS 
Figura 1 modo de acción de los virus oncolíticos:. .................................................................................... 4 

Figura 2 Estructura del rotavirus:  ............................................................................................................ 8 

Figura 3 Ciclo de replicación del rotavirus. ............................................................................................ 13 

Figura 4 Las cepas virales WTEW, Wt1-5 y Ecwt infectan la línea celular Sp2/o-Ag14.. .......... ¡Error! 

Marcador no definido. 

Figura 5 Existen diferencias en el volumen pero no en el peso de los ratones inoculados 

intratumoralmente con el rotavirus WTEW. ......................................................................................... 27 

Figura 6 Hay presencia de antígenos rotavirales en los tumores del modelo murino ......................... 29 

Figura 7  Presencia de anticuerpos anti-rotavirus en plasmas sanguíneo del modelo murino........... 31 

Figura 8 Presencia de antígenos relacionados con muerte celular en tumores extraídos del modelo 

murino Balb/c SP2 Ag14/0 infectados y no infectados con virus WTEW. ........................................... 34 

Figura 9 Degradación del material genético en los tumores infectados con el virus WTEW. ............ 35 

LISTA DE TABLAS 
Tabla 1 clasificación serotipos rotavirales .............................................................................................. 10 

Tabla 2 Títulos virales de las cepas rotavirales ...................................................................................... 27 

Tabla 3 pesos de las proteínas rotavirales evaluadas ............................................................................. 30 

Tabla 4 Medias de inmunofluorescencia ................................................................................................. 32 



1 
 

INTRODUCCIÓN 
Actualmente la viroterapia contra el cáncer es objeto de estudio, ya que puede llegar a ser una 

herramienta alternativa que complementa el tratamiento anti-tumoral [1, 2]. Un virus oncolítico 

debe cumplir con ciertas condiciones: 1. Un virus oncolítico debe ser selectivo tumoral, siendo 

capaz de liberar partículas virales que infecten las células vecinas. 2. Tener potencial citolítico, con 

baja toxicidad en células no tumorales. 3. Tener la facultad de ser modificado genéticamente. 4. 

Disponer de control de propagación viral por medio de agentes antivirales. 5. Ser estable 

genéticamente. 6. Tener inmunidad pre-existente. 7. Poseer sinergia con el sistema inmune o 

estimulación de la inmunidad antitumoral. Estas condiciones han sido determinadas en distintos 

virus tales como Reovirus, Adenovirus y virus del Herpes simple [3, 4, 5, 6]. El reovirus al igual 

que el rotavirus es un virus perteneciente a la familia reoviridae, los cuales son virus no envueltos 

con morfología icosaedrica y tienen un tamaño de 60 a 80 nm [7, 8, 9]. 

Actualmente el grupo de investigación de Biología Molecular de Virus de la Facultad de Medicina, 

la Universidad Nacional de Colombia ha determinado una permisividad a la infección por rotavirus 

en distintas líneas tumorales como Caco-2, Kato III, MCF-7, PC-3, U937 y REH [10] . 

Con la presente investigación se quizo analizar si existe una actividad oncolítica en células de 

mieloma de ratón SP2/O-Ag14 en un modelo in vivo en Ratones Balb/c. Para determinar esta 

actividad, ratones Balb/c fueron inoculados subdermicamente en el área abdominal con 100 ul de  

Pristane. Este reactivo comúnmente se utiliza para precondicionar la cavidad peritoneal de los 

ratones antes de la inducción del líquido ascítico con células de mieloma para la producción de 

anticuerpos monoclonales.  Al quinto día de aplicado el Pristane los ratones fueron inoculados con 

1.x106 de células SP2/O-Ag14, el ratón se observó diariamente y cuando el tumor solido formado 

alcanzó una área de 1.5 cm x 1.5cm, los ratones fueron inoculados con 3 dosis intratumorales de 

rotavirus en un  volumen de 100 µL y con un título de 3.3x108 UFF/ ml. Al tercer día de aplicada 

la última dosis de rotavirus los ratones fueron sacrificados por dislocación cervical. Se extirpó el 

tumor, se tomó segmentos del tumor para cortes histológicos  y el resto del tumor se disgregó 

mediante maceración.  Las muestras obtenidas fueron analizadas por medio de inmunocitoquímica, 

inmunohistoquímica e inmunofluorescencia, para los antígenos de rotavirus y antígenos de muerte 

celular. Los antígenos virales también fueron detectados mediante ensayos de Western blot y Elisa. 

Para determinar la replicación viral, las células extraídas del tumor fueron lisadas mediante 

congelamiento y descongelamiento y el lisado obtenido fue sembrado en un cultivo celular durante 

12 h a 37 °C. Luego de cosechar las células del cultivo celular, la re-infección fue analizada 

mediante inmunocitoquímica o inmunofluorescencia y ensayos de ELISA. El suero de estos ratones  

se analizó en un ensayo de ELISA de captura, utilizando como antígenos rotavirus para determinar 

la presencia de anticuerpos anti- rotavirus en la sangre de los ratones que desarrollaron tumor y que 

se les aplicó rotavirus intratumoral. 
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MARCO TEÓRICO 

1. CAPÍTULO  VIRUS ONCOLÍTICOS 
Los virus oncolíticos son un tratamiento actualmente usado contra el cáncer debido a que tienen la propiedad 

de replicarse selectivamente en células tumorales, estos virus pueden ser modificados genéticamente para 

tener secuencias en su genoma que estimulen la inmunidad antitumoral inducida por su infección. Uno de 

estos virus es el HSV-1, cuyo genoma incluye una secuencia que codifica el factor estimulador de colonia 

de granulocito-macrofago (GM-CSF), el cual ha dado resultado en el tratamiento contra melanoma en 

estudios de fase 3, este ha sido usado para el tratamiento de pacientes con melanoma [11]. 

Se calcula un total de 320,000 virus que tienen la capacidad de infectar células de mamíferos. A nivel 

tumoral, estos virus pueden tener distintos mecanismos los cuales deben ser estudiados ya que son 

heterogéneos entre cada uno de ellos. Entre estos se encuentran los receptores celulares del virus y su 

presencia en células tumorales, la inducción o supresión del sistema inmune y el mecanismo de inducción 

de muerte celular (sea lisis o latencia) [12]. 

Los virus oncolíticos han sido investigados como terapia sinérgica a las terapias actuales, con el fin de 

minimizar los efectos adversos adjuntos a la quimio y radio terapia. Estos últimos no poseen una acción 

específica sobre las células tumorales sino que a su vez perjudican todas las células del organismo, de esta 

forma, esta inespecificidad causa efectos perjudiciales en los pacientes o incluso la muerte [13]. Las 

condiciones necesarias para determinar que un virus es de carácter oncolítico son: 

a. Tener un tropismo en células cáncerosas y no en células normales, valiéndose ya sea de receptores 

de membrana específicos o de la desregulación del medioambiente intracelular de las células 

cáncerosas. 

b. Causar muerte de las células cáncerosas debido a la infección. 

c. Impedir la participación de la célula en el progreso de la enfermedad o inducir una respuesta inmune 

antitumoral. 

d. Propagación dentro del complejo intratumoral e intertumoral [13]. 

Una de las mayores ventajas que tienen los virus oncolíticos al ser comparada con otras terapias, es  la 

capacidad de  infectar y lisar las células tumorales in situ, todo esto debido a la expresión de algunas 

proteínas de membrana que facilitan la entrada del virus en las células tumorales, sumado a lo anterior estos 

virus tienen la capacidad de provocar la expresión de señales de peligro en las células huésped provocando 

así una respuesta inmune antitumoral. Este tipo de tratamiento ofrece ciertas ventajas en ensayos clínicos, 

tales como la replicación selectiva en células neoplásicas, que resulta en un efecto lítico, ya sea mediado 

por la misma replicación viral o consecuencia de la expresión de genes que puedan producir efectos 

citotóxicos endógenos o exógenos, y a su vez una inducción de la inmunidad antitumoral debido a la 

infección. 

Algunos de estos virus tienen la capacidad no solo de entrar en las células tumorales, sino que a su vez 

pueden entrar en las células normales, aunque las anormalidades de las señales celulares y la homeostasis 

en las células tumorales, son una ventaja para la replicación viral en este tipo de células [14]. En las células 

huésped normales, la maquinaria que detecta y aclara las infecciones virales se encuentra íntegra, a 
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diferencia de las células tumorales donde estos mecanismos están modificados. Por ejemplo, proteínas como 

PKR están ausentes en las células tumorales mas no en las células normales, permitiendo una mayor 

replicación viral en las células tumorales debido a la ausencia de respuesta antiviral. Debido a lo anterior, 

no todos los virus diseñados pueden replicarse en células tumorales, y la heterogeneidad de las proteínas 

ausentes o presentes en estas células puede mediar la infección viral de manera positiva o negativa. La 

terapia por medio de virus debe tener en cuenta el mecanismo por el cual este se replica en la célula tumoral 

y el tipo de respuesta que esta pueda generar ante la infección viral. La respuesta inmune generada por los 

virus oncolíticos es uno de los problemas a tener en cuenta en este tipo de terapia, pues en primer lugar el 

virus puede generar la respuesta inmune y potenciar su acción oncolítica al infectar las células tumorales, 

pero a su vez esta misma respuesta inmune puede evitar la replicación del virus en el resto de las células 

tumorales [15]. 

Muchos  virus han sido propuestos para estudio como virus oncolíticos entre los cuales se encuentran 

adenovirus, poxivirus, HSV-1, poliovirus, el virus de Newcastle (NDV), reovirus, entre otros. De los 

anteriormente citados los virus más usados actualmente son HSV-1, adenovirus y reovirus. El reovirus fue 

aprobado como tratamiento ante el carcinoma nasofaríngeo a partir del año 2005 [16]. 

1.1 Modo de acción de virus oncolíticos 
Los mecanismos por los cuales los virus oncolíticos son capaces de inducir muerte celular en las células 

tumorales no están completamente definidos hasta el momento, pues algunos virus tienen la capacidad de 

atacar distintos tipos de células cancerígenas debido a la presencia de receptores de membrana específicos 

para estos. De esta manera, el potencial oncolítico de un virus no solo depende del diseño del virus, sino 

que debe tener en cuenta otras variables, tales como, la dosis, el tipo de virus, el tipo de célula tumoral, la 

presencia de receptores específicos o inducidos para el virus, y la susceptibilidad de la célula tumoral a 

algún tipo de muerte celular en específico. En células tumorales los virus oncolíticos pueden tener mayor 

efecto y mayor replicación debido a  la expresión anormal de algunas proteínas implicadas en  la respuesta 

inmune de la célula ante la infección viral. TLR, PKR e IFN son algunas de las rutas adaptativas de las 

células tumorales usadas para inhibir la apoptosis, posterior a la infección por los virus oncolíticos se ha 

observado una inducción de muerte celular post infección en las células tumorales, dando como resultado 

una activación del sistema inmune y muerte celular, siendo la necrosis, la apoptosis y la piroptosis las que 

tienen mayor presencia en los mecanismos de muerte oncolíticos [17, 18]. 

Los tumores infectados con estos virus pueden liberar al medio extracelular algunas proteínas y moléculas 

que pueden potenciar la acción antitumoral del sistema inmune, tales como HMGB1, calreticulina, ATP, 

ácido úrico y citoquinas como TNFα, IFNγ, o IL-12, las cuales promueven la maduración de células 

dendríticas y consecuente respuesta inmune asociada al tumor infectado. Uno de los mayores problemas a 

los cuales se enfrenta la terapia oncolítica con virus es la distribución del virus tanto en el tejido tumoral 

como en el organismo debido a que el virus en su mecanismo de infección debe enfrentarse a distintas 

barreras como necrosis, calcificación, hipoxia, acidosis, actividad proteolítica incrementada, sistema 

inmune y barreras dimensionales debido al tamaño del virus en sí. De este modo los virus oncolíticos deben 

estar diseñados para evitar todas estas barreras y poder llegar a las células tumorales de manera efectiva e 

inducir la muerte de la célula huésped, teniendo en cuenta también que la muerte inducida por el virus 

permita la replicación del mismo (Figura3) [19].  
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Figura 1 modo de acción de los virus oncolíticos:. Tomado de : Oncolytic viruses: a new class of immunotherapy drug [20] 

Entre los mecanismos por los cuales los virus oncolíticos son capaces de inducir la muerte celular existen 

en primera instancia los relacionados con la superficie celular, ya que esta es la primera en tener interacción 

con el virus; por lo anterior, la presencia de receptores virales son de gran importancia para la internalización 

del virus y un determinante de la selectividad del virus en las células tumorales. La presencia de estos 

receptores de membrana o asociados a membrana son clave tanto en la entrada del virus a la célula huésped 

como  en los mecanismos de replicación del mismo en estas células tumorales; uno de estos ejemplos es la 

proteína RAS la cual se encuentra sobre-expresada en alrededor del 40% de las células tumorales altamente 

metastásicas  y es uno de los blancos por los cuales el reovirus tiene la facilidad de replicarse e inducir 

oncólisis en las células tumorales que la sobre expresan [21, 3]. 

Posterior a la interacción del virus con la membrana celular, este es capaz de invadir el citoplasma de la 

célula huésped en el cual algunos virus, como los virus del tipo dsRNA, pueden ser interrumpidos en su 

ciclo replicativo debido a proteínas como la quinasa R (PKR) o las vías del interferón. Esta ruta normalmente 

tiene como función la inhibición de la síntesis de proteínas, debido a la presencia de dsRNA, el cual provoca 

la autofosforilación de PKR, dando como resultado su forma activada, posterior a su activación PKR 

fosforila a la proteína eIF-2α, lo cual provoca su afinidad de unión con eIF-2β, esta unión bloquea la 

traducción en la célula evitando la replicación viral.  

En células tumorales, mecanismos como los anteriormente mencionados, pueden tener defectos y esto 

permite la replicación viral en estas células. Algunos virus que se ven beneficiados de los defectos de la vía 

PKR son el virus mixoma y el reovirus vía RAS [22, 3, 23]. 
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1.1.1 HSV-1 (T-VEC) 
Este virus es basado en el virus del herpes simple, tipo I (HSV-1), T-VEC evoluciona de la cepa HSV-1 la 

cual causa el herpes labial, este es un virus de dsDNA, una de sus características es ser un virus altamente 

lítico,  por otro lado es capaz de infectar células epiteliales, neuronas y células del sistema inmune, lo 

anterior debido a la presencia de proteínas como nectinas, glicoproteínas y HVEM en la superficie celular. 

T-VEC fue modificado quitando los genes de neurovirulencia (ICP 34.5) el cual  le permite unirse a PKR e 

inactivarlo, y los genes virales que bloquean la presentación de antígenos por MHC-I de las células 

infectadas por el virus (ICP47). Este virus usa como mecanismo de propagación en las células tumorales la 

PKR y el IFN de tipo 1, la ruta anteriormente mencionada es aberrante en células tumorales por la expresión 

de proteínas como RAS, lo cual le permite a la célula tumoral crecer continuamente y al virus replicarse 

fácilmente debido a la ausencia de la acción de PKR. 

La lisis ocasionada por este virus en células tumorales puede promover la respuesta de novo de las células 

T CD8+ debido a la presencia de antígenos no presentados al sistema inmune, lo anteriormente mencionado 

promueve la respuesta antitumoral sumado a la presencia de antígenos presentados del virus por MHC-I y 

a la respuesta antitumoral potenciada por la presencia de dos copias del gen GM-CSF el cual sustituye al 

gen ICP 34.5 [24]. 

1.1.2 Reovirus  
El reovirus es un virus no envuelto perteneciente a la familia reoviridae, el cual infecta células de los 

sistemas gastrointestinal y respiratorio, cuenta con un  genoma segmentado de manera dsRNA,  este virus 

se caracteriza por ser naturalmente oncolítico debido a que se beneficia de la sobre-expresión de Ras en 

células tumorales, el cual al igual que en HSV-1 permite la replicación permisiva del virus debido a la 

inhibición de la respuesta antiviral via PKR/ eIF-2α/eIF-2β, por otro lado Ras puede activar diferentes 

proteínas corriente abajo entre las cuales se encuentran las quinasas de Raf, la PI3K y Ral, siendo esta 

cascada de señalización normalmente asociada con la tumorigenesis.  Además de esto, ha sido comprobado 

que la apoptosis inducida por este virus es por la vía TRAIL/FADD/cas8 y citocromo c/SMAC/DIABLO 

por la vía mitocondrial [4, 25, 26, 27]. 

1.2 Modelo de ratón en virus oncolíticos 
Los estudios llevados a cabo en modelos in-vivo con virus de tipo oncolítico como reovirus, han sido 

realizados primero propagando el virus en líneas permisivas para la replicación del mismo, como L929, 

posterior a la replicación del virus en las líneas celulares, ratones de 3 a 8 semanas de edad son usados para 

la implantación subcutánea de los tumores, ya sea de forma sólida o de células inoculadas. En la inoculación 

subcutánea de células cultivadas son usados intervalos de 5x105 a 2x106 de células tumorales diluidas en 

PBS en ratones tanto inmuno-competentes (C57BL/6) como inmuno-suprimidos (C3H).  

En el modelo solido son usados ratones inmunodeficientes (NOD/SCID), a los cuales les son implantados 

tumores sólidos de 2 x 2mm, posterior a la inoculación o inserción solida, los ratones son inoculados con 

virus de manera intravenosa o intra-tumoral de 1x107 a 5 x108 Pfu/μL de virus. Después de 10-12 días de 

inoculación, los ratones son sacrificados y son extraídos los tumores sólidos formados para la realización 

de distintas pruebas, entre las cuales se pueden encontrar inmuno-fluorescencia, FACS, Western Blot y 

ELISA. 

En estudios llevados a cabo en otros modelos de virus como el virus poliovirus y MV (mixoma virus), se  

genera crecimiento tumoral a partir de la inoculación de 6x106 células o la inserción de tumores sólidos de 
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0.22 cm3. Posterior a esto, se procede a hacer una inoculación del virus de manera intraperitoneal con ocho 

dosis de 5x104PFU para tumores sólidos o inyecciones intra-tumorales de 3 x 104 PFU del virus MV. Por 

otro lado, en los experimentos llevados a cabo para el poliovirus fueron usadas  6x106 células HTB-15 las 

cuales fueron inoculadas de manera subcutánea, y fueron posteriormente tratadas con 1x108 TCID50 de 

poliovirus diluidos en PBS. Finalmente, los ratones son sacrificados y sus tumores son extraídos para 

posteriores análisis [28, 29, 30, 31]. 
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2. CAPÍTULO  ROTAVIRUS 

2.1 Características generales del rotavirus 
A nivel mundial este virus es  una de las causas más frecuentes de morbilidad y mortalidad en niños menores 

de cinco años relacionada con la gastroenteritis infecciosa aguda, los datos reportados por la OMS en el año 

2013 indican que aproximadamente 215,000 niños menores de 5 años mueren cada año debido a infecciones 

causadas por este virus en países en vía de desarrollo. Este virus infecta principalmente los enterocitos, 

teniendo como resultado la destrucción de dichas células, evitando la absorción de nutrientes y agua, lo cual 

tiene como consecuencia desnutrición y deshidratación, síntomas que pueden tener como desenlace la 

muerte [32, 33]. 

2.2 Morfología y Estructura 
El nombre rotavirus (en latín rota: rueda) tiene como origen la morfología del mismo, debido a que su 

apariencia por medio de microscopia electrónica es la de una rueda de carreta antigua. Este virus pertenece 

a la familia reoviridae, la cual tiene como mayor característica no poseer cobertura lipídica, por otro lado 

contienen RNA de doble cadena (dsRNA) el cual se distribuye en 11 segmentos que codifican tanto para 

proteínas estructurales (VP) como proteínas no estructurales (NSP), estas proteínas se encuentran 

organizadas en capas concéntricas siendo así que en la capa más interna del virus se encuentren las proteínas 

VP2, VP1 y VP3. A continuación la segunda capa está compuesta por la proteína VP6, los virus que tienen 

está recubierta son denominados DLPs (double-layered particle), los cuales tienen como característica no 

poder infectar las células pero al ser insertados en liposomas son activos transcripcionalmente. Por ultimo 

en la capa exterior se encuentran las proteínas VP7 y VP4, los viriones que tienen estas tres capaz son 

denominados como TLPs (triple-layered particle) y tienen como característica principal poder infectar las 

células que tengan proteínas específicas en su superficie (Figura 2) [34]. 
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Figura 2 Estructura del rotavirus: tomado de:http://viralzone.expasy.org/all_by_species/107.html 

2.2.1 Características de las proteínas virales 

2.2.1.1 Proteínas estructurales  
Las proteínas estructurales (VP1-VP4, VP6 y VP7) se encuentran dispuestas en tres capas concéntricas. La 

capa más interna del virus está compuesta por 60 dímeros de  la proteína VP2, la cual envuelve el material 

genético interactuando por medio de residuos N-terminal  junto con las proteínas VP1; que cumple la 

función de RNA polimerasa, y VP3 que tiene una función guanilil-transferasa y a través de su actividad 

enzimática permite la formación del mRNA.  

La capa intermedia está compuesta por 260 trímeros de la proteína VP6, es la más abundante en la estructura 

del rotavirus y a su vez es la proteína más inmunogénica del mismo. Esta proteína posee un dominio inferior 

que consiste en un racimo de hélices-α, las cuales posibilitan la interacción predominantemente hidrofóbica 

entre las proteínas VP6 y VP2. En esta capa o cobertura del rotavirus existen 132 canales acuosos los cuales 

penetran a través de VP6 y VP7, que permiten el paso de sustratos bioquímicos hacia el interior y exterior 

de la cápside. 
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 La cápside externa del virión está compuesta por las proteínas VP7 y VP4. De VP7 existen 780 copias en 

la parte lisa del virión que se organizan en forma de trímeros y van acompañadas de 60 espículas que están 

compuestas por VP4, estas se  encuentran proyectadas hacia el exterior de la superficie viral. VP7 es una 

oligoproteina de unión a calcio, el mecanismo o papel que tiene VP7 en la infección no es muy claro hasta 

el momento, pero se ha determinado que la interacción con la superficie celular posterior a la unión inicial 

de VP4 es clave para la infección. 

VP4 está compuesta por dos dominios globulares distales, uno de estos dominios se encuentra internalizado 

en VP7 el cual es considerado el cuerpo central de la espícula, por otro lado esta espícula de VP4 contiene 

un dominio distal, estos dominios son denominados VP5 y VP8 respectivamente, los cuales son producto 

del clivaje de la proteína VP4 por medio de la acción proteolítica de enzimas tales como la tripsina, siendo 

esta paso de clivaje clave en el mecanismo de infección del rotavirus. VP4 tiene funciones esenciales en el 

ciclo viral, la más importante de ellas es la unión a proteínas de superficie celular y la penetración a la célula 

que infecta; así determina las propiedades, el tipo de célula huésped, virulencia, tropismo e inducción de 

inmunidad. [35, 36, 37, 38, 39, 40]. 

2.2.1.2 Proteínas no estructurales  
Estas proteínas son expresadas solo cuando las células han sido infectadas por el rotavirus. Existen seis tipos 

de proteínas no estructurales en el genoma del virión las cuales se denominan de NSP1 a NSP6. La primera 

de estas (NSP1) es transcrita por el gen 5 y su función es la unión a RNA al igual que la proteína NSP2. 

Otra de las funciones de la proteína NSP1 es ser antagonista de la respuesta inmune innata de la célula 

huésped del virus, debido a que es un medio para la degradación de IRF3 siendo este un regulador del 

interferón en la célula [41]. NSP2 es acumulada en las inclusiones citoplasmáticas o viroplasma y es 

necesaria para la replicación del genoma, esta posee la capacidad de formar octámeros estables, los cuales 

se unen de manera inespecífica y cooperativa al ssRNA (RNA de cadena simple), por otro lado su forma 

octamerica le permite desestabilizar el dsRNA, lo cual le otorga actividad NTPasa [42]. NSP3 está unida al 

RNAm en las células infectadas y se encarga de interrumpir la traducción de las proteínas de la célula 

infectada, debido a que es un homólogo de la proteína celular de unión a cola de poli Adenina (PABP), 

NSP3 implicada en el reconocimiento del mRNA rotaviral uniéndose a este por medio de su fragmento N-

terminal, priorizando la circulación del mRNA rotaviral a los ribosomas para su traducción en proteínas 

rotavirales por medio de la interacción de su fragmento C-terminal con la proteína eIF4G [43, 44, 45]. NSP4 

cumple la función de enterotoxina, la cual ha sido reportada como virosporina y cuya función es la alteración 

de la homeostasis del calcio celular, provocando una alta concentración de calcio en el citoplasma de la 

célula infectada, lo cual facilita el ensamblaje de la proteína VP7 dentro del viroplasma. Por otro lado, esta 

proteína es capaz de formar un tetrámero con su fragmento C-terminal en la región citoplasmática del 

retículo endoplásmatico, lo cual facilita el proceso de adición de VP7 y VP4 en el proceso final de 

ensamblaje debido a que tiene sitios de unión a VP6 y VP4 [46]. NSP5 es otra de las proteínas implicadas 

en el ensamblaje del virión en el viroplasma, esta proteína es una fosfoproteína dimérica rica en residuos de 

serina y tirosinas que sufren O-glicosilación, lo cual le permite formar complejos con las proteínas VP1 y 

NSP2, la función principal de esta proteína es regular la unión del RNA a NSP2 durante la replicación y 

empaquetamiento del virión [47]. Por último, la proteína NSP6 es una proteína de unión a ácido nucleico y 

es codificada por el gen 11 al igual que NSP5 en un marco abierto de lectura desfasado (Figura 2) [48, 49]. 
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2.3 Clasificación  
Este virus se encuentra clasificado en la familia viral  Reoviridae, su tamaño es en promedio de 70 nm, este 

virus se caracteriza por ser un virus no envuelto compuesto de tres capas. Estos virus se caracterizan por 

tener tres especificaciones antigénicas, entre las cuales se encuentran el grupo, subgrupo y serotipo. Los 

rotavirus humanos (HRV) se encuentren caracterizados de la siguiente manera: 

 

Tabla 1 clasificación serotipos rotavirales 

 Grupo Subgrupo Serotipo 

HRV A-C 1 y 2 G 1-6,8-19 y 12 

P 1, 2A, 3, 4, 5A, 8 y 

11 

 

Las categorías de serotipo G y P para las proteínas VP7 y VP4 respectivamente especifican características 

relacionadas con estas, siendo así que el serotipo G sea para VP7 la cual es una glicoproteína, y P sea para 

VP4 la cual es sensible a la acción de proteasas como la tripsina. Por medio de ensayos de neutralización 

con sueros hiperinmunes, se ha determinado que existen 14 serotipos G y 11 serotipos P diferentes para el 

rotavirus,  los cuales han sido encontrados tanto en humanos como animales [50].  

2.4 Epidemiologia 
La distribución de los serotipos del rotavirus es altamente variable de lugar a lugar, se ha identificado que 

en los casos de infecciones infantiles por rotavirus adjuntas a graves enfermedades, el serotipo mayormente 

predominante es el serotipo G1  de la proteína VP7. Por otro lado a nivel mundial se ha reportado que los 

serotipos predominantes de este virus son los serotipos G1-4, G9 y P1. La fragmentación del genoma del 

rotavirus le permite realizar recombinación cuando dos tipos de serotipos infectan la misma célula, a pesar 

de la existencia de esta característica de recombinación, existe predominación en los serotipos resultantes 

de la combinación de estos virus, los cuales se encuentran asociados con los genotipos P[8] y P[4] de la 

proteína VP4. Los genotipos P[8] se encuentran comúnmente asociados con los serotipos G1, G3, G4 y G9 

y los serotipos G2 se encuentran comúnmente asociados con el genotipo P[4] [51, 52]. 

Las combinaciones de serotipos de estos virus pueden variar geográficamente y al pasar de los años, sin 

embargo en climas templados se ha encontrado una predominancia de los serotipos G1P[8], G3P[8], G2P[4] 

y G4P[8]. 

La vía de transmisión de este virus es fecal-oral, este virus tiene la capacidad de sobrevivir por largos 

periodos de tiempo debido a la formación de fómites, lo cual le permite ser altamente contagioso. En los 

países de clima tropical su incidencia anual es continua, sin embargo los climas fríos y secos favorecen su 

tendencia en la población. En Colombia se han realizado diferentes estudios sobre el rotavirus, obteniendo 

como resultado que alrededor del 70% de infecciones por rotavirus se presentan en niños menores de 24 

meses, siendo paulatina su disminución hasta un 6.5% en niños de 48-59 meses de edad. Datos reportados 

por el DANE sugieren que la mortalidad por diarrea en Colombia siendo esta de 79.5/100.000 menores de 

1 año y 6.9/100.000 en niños de 1-4 años de edad, siendo aproximadamente el 50% de estas muertes, 

causadas por rotavirus [52, 53].  
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2.5 Interacción virus-célula: adsorción y penetración 
El proceso de interacción y entrada del rotavirus esta mediado por la capa más externa del mismo, la cual 

está compuesta por las proteínas VP7 y VP4, estas proteínas tienen la capacidad de interactuar con proteínas 

de la membrana celular. La ruptura proteolítica de VP4 en VP5 y VP8 por medio de la acción de tripsina, 

produce cambios conformacionales los cuales activan la partícula viral para su penetración en la membrana 

plasmática. Se ha comprobado que posterior a la unión, dominios de las proteínas VP7, VP4,VP5 Y VP8 

interactúan con receptores celulares tales como ácido siálico, Hcs70, PDI y las integrinas α2β1, αvβ3, αxβ2 

y α4β1 [54, 38, 55, 56, 57]. 

Estudios han sugerido que la entrada del rotavirus a la célula puede ser realizada por dos vías, la primera de 

estas es la penetración directa de la membrana y la segunda es la endocitosis. La disminución de 

concentración de iones calcio genera una desestabilización de la proteína VP7, lo cual genera una 

solubilización de la tercera capa del rotavirus generando la partícula denominada DLP que tiene como 

característica ser activa transcripcionalmente. Posterior al anclaje del rotavirus a los receptores de membrana 

anteriormente mencionados, la entrada del rotavirus a la célula ha sido descrita por medio de varios 

mecanismos de endocitosis en las diferentes cepas del virus, en algunos virus como el rotavirus UK 

resistente a neuroaminidasa, han sido demostrados mecanismos de endocitosis dependientes de clatrina, por 

otro lado se han descrito mecanismos distintos de endocitosis como es el caso del virus RRV, para el cual 

se ha determinado una endocitosis independiente de clatrina, caveolina, pero dependiente de dinamina 2 y 

colesterol. El colesterol juega un papel importante en la integridad de la membrana celular, por lo cual la 

depleción del mismo por medio de fármacos como MβCD, permite inhibir la entrada de RRV 

comprometiendo la integridad de los microdominios lipídicos. También, se ha determinado que en el 

mecanismo de entrada de todas las cepas de rotavirus la proteína Hsc70 juega un papel importante en la 

infectividad de los virus. Por último se ha sugerido que en varias de las cepas de rotavirus el mecanismo de 

infectividad del mismo es dependiente de la acidificación de los endosomas a excepción de la cepa RRV 

[58, 59]. 

 2.6 Ciclo replicativo 
La etapa inicial de la infección por rotavirus en la célula huésped involucra la unión de la partícula viral a 

receptores de la superficie celular, seguido por la internalización del virus en la membrana citoplasmática. 

La entrada a esta membrana puede ser incrementada al exponer o tratar el virus con tripsina, la cual corta la 

proteína VP4 en dos polipéptidos llamados VP8 y VP5. Los eventos anteriormente nombrados juegan un 

papel importante en el ciclo del rotavirus, el tropismo y la patogénesis del virión [60].  

El rotavirus se caracteriza por tener un tropismo específico infectando las puntas de las vellosidades del 

intestino delgado, lo cual sugiere la presencia de proteínas de superficie existentes que son específicas para 

la entrada del rotavirus; como resultado, ensayos in vitro han demostrado un tropismo en células derivadas 

del epitelio renal o intestinal [61].  

Estudios realizados sugieren que las proteínas VP4 y VP7 tienen la capacidad de permeabilizar membranas 

estando de esta manera implicadas en la entrada del rotavirus a la célula. Previo al paso de internalización 

en la célula se genera el cambio conformacional de las partículas virales debido a la actividad proteolítica 

tripsina la cual cliva la proteína VP4 en las proteínas VP5 y VP8 que facilitan la penetración de las partículas 

virales en la membrana citoplasmática. Se ha comprobado que posterior a la unión dominios de las proteínas 
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VP7, VP4, VP5 y VP8 interaccionan con distintas proteínas que cumplen la función de receptores celulares, 

entre las cuales se encuentran el ácido siálico, Hsc70, PDI e integrinas α2β1, αvβ3, αxβ2 y α4β1 [47, 56]. 

Como ha sido descrito anteriormente existen distintos mecanismos de entrada del rotavirus. Uno de los 

primeros pasos para el paso de TLP (partícula infectiva) a DLP (partícula activa transcripcionalmente) se 

da debido a las disminuciones de calcio, ya que el calcio cumple la función de estabilizar los trímeros de la 

proteínas VP7 de la cápside exterior del rotavirus, como consecuencia se da la solubilización de la capa 

exterior (VP7 y VP4), y como resultado la formación de la partícula denominada DLP (double layered 

particle), la cual es activa transcripcionalmente, y es posteriormente traslocada al citoplasma de la célula 

hospedera [62]. 

Una vez la partícula DLP se encuentra en el citoplasma, los segmentos de dsRNA viral se unen a la 

polimerasa viral VP1, la cual realiza una nueva copia de este, por otro lado VP3 se acopla a este RNA 

transfiriendo una 7 metil guanina en el extremo 5’ la cual tiene como función proteger el RNA nuevo. Este 

nuevo RNA sintetizado sale por medio de los canales estructurales atravesando las proteínas VP2 y VP6, 

comportándose  como RNAm que dirigen la síntesis de las proteínas VP1, VP7 y las seis proteínas no 

estructurales NSP1-NSP6, y como RNA molde para la síntesis de la hebra complementaria [63, 64]  

Posterior a 3-4 horas de infección debido a la acumulación de grandes cantidades de RNA y proteínas virales 

se forman en el citoplasma estructuras denominadas viroplasma, en las cuales se ha propuesto que se lleva 

a cabo el proceso de  reconocimiento y distribución de cada una de las partes del genoma viral y el 

ensamblaje de las capas que conforman el virión. Los primeros mecanismos para la formación del virión 

son llevados a cabo por las proteínas VP1 y VP3, las cuales se encuentran asociadas a un segmento del 

RNAm, este último se encuentra asociado no solo con las proteínas anteriormente mencionadas sino también 

a cinco dímeros de VP2, un octámero de NSP2 y un dímero de NSP5, el conjunto proteico anteriormente 

mencionado forma la capa intermedia de replicación. Esta capa intermedia de replicación es ensamblada 

por medio de la polimerización de 12 de estos complejos proteicos. Adjunto a la formación de esta capa el 

(+) RNA sintetizado sirve como hebra molde  para la formación del (-) RNA, lo cual permite la generación 

del dsRNA, todo esto es llevado a cabo simultáneamente con el empaquetamiento de los 11 segmentos del 

genoma y la adherencia de la proteína VP6, lo cual permite la formación de la doble capa [63]. 

 Para el ensamblaje de la proteína VP7 la cual forma trímeros de la misma en la capa exterior del virión son 

necesarias altas concentraciones de calcio, las cuales no se encuentran disponibles en el citoplasma, para 

esto el rotavirus usa la alta concentración de calcio disponible en el retículo endoplásmatico que lo hace por 

medio de la penetración del virión maduro en el retículo mediante la interacción de VP6 con NSP4, siendo 

en esta unión donde se unen posteriormente las proteínas VP4 y VP7  [65, 66]. La proteína viral NSP4 juega 

un papel importante en el ensamblaje de la capa exterior del virión, la parte N terminal de esta proteína se 

extiende al lumen del retículo endoplásmatico, causando que cuando esta pase del retículo al citosol se 

tetramerice [67, 68]. Se ha reportado que el fragmento c terminal de la proteína NSP4 se une  tanto a DLPs 

como  a VP4 [69, 70, 71], algunos resultados sugieren que la proteína VP7 interactúa con el fragmento N 

terminal de la proteína NSP4 [72], permitiendo de esta manera un reclutamiento de VP4/DLP/NSP4 en la 

parte citosólica de la membrana del retículo endoplásmatico, lo cual genera una deformación del retículo, 

Posterior a esto, la perdida de la membrana permite el ensamblaje de VP7 sobre la partícula [73]. 
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Uno de los mecanismos implicados en la replicación viral, es llevado a cabo por las proteínas NSP1 y NSP3, 

esta última dirige la maquinaria celular a la síntesis exclusiva de las proteínas virales, reduciendo la síntesis 

de las proteínas celulares. Como resultado del desplazamiento de la proteína PABP (Poly A binding protein), 

realizado por NSP3 en el complejo de traducción ribosomal, se prioriza la traducción de mRNAs que posean 

la secuencia consenso GACC 3’, la cual esta conservada en los once fragmentos de RNA viral. Por otro 

lado, la proteína NSP1 tiene como función ser antagonista del interferón, permitiendo que no exista 

respuesta inmune mediada por el interferón en la infección por rotavirus en la célula huésped [64, 74, 45, 

75]. 

Por último, la liberación de los virus completos al exterior de la célula ha sido reportada por distintos 

mecanismos los cuales van desde la lisis en células renales, tráfico y secreción a través de la superficie 

apical a uso del aparato de Golgi y lisosomas (Figura 2) [76, 77].  

 

 

Figura 3 ciclo de replicación del rotavirus. Tomado de: Structural insights into the coupling of virión assembly and rotavirus 

replication [69] 

2.7 Riesgos de laboratorio 
El rotavirus es clasificado en un nivel de bioseguridad 2, para este tipo de nivel de bioseguridad son 

requeridos los siguientes procedimientos: 

1. El personal de laboratorio debe tener el entrenamiento específico en el manejo de agentes 

patogénicos y debe ser supervisado por científicos competentes en el manejo de agentes infecciosos. 

2. El acceso al laboratorio debe ser restringido cuando sea usado el agente patológico 

3. Todos los procedimientos llevados a cabo en los cuales se generen aerosoles infecciosos deben ser 

realizados en cabina de bioseguridad. 
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4. Las personas que manejen los materiales, deben lavar sus manos, posterior a la ejecución de 

cualquier experimento o manipulación del agente patológico. 

5. Comer, beber, fumar, llevar lentes de contacto, aplicar cosméticos o guardar alimentos para el 

consumo humano deben ser restringidos en el área del laboratorio. Cualquier alimento para 

consumo humano debe ser guardado en un lugar fuera del laboratorio. 

6. El pipeteo con la boca es prohibido, cualquier pipeteo debe ser realizado por medio de pipetas 

mecánicas. 

7. El uso de materiales tales como: bisturíes, escalpelos, agujas y pipetas debe ser llevado a cabo con 

cuidado evitando el contacto de estas con la piel humana, las agujas y hojas de bisturí, deben ser 

dispuestas en contenedores posterior a su uso, en caso de que alguno de estos materiales no sea 

desechable debe ser descontaminado para su posterior uso por medio de autoclave. 

8. Se debe evitar la creación de aerosoles en los procedimientos 

9. El área de trabajo debe ser descontaminada posterior a la realización de los procedimientos 

Los anteriores procedimientos deben ser llevados a cabo para el mantenimiento de la bioseguridad en 

las áreas de trabajo [78, 79]. 

2.8 Receptores celulares de rotavirus  
En la literatura han sido reportados distintos receptores proteicos, los cuales permiten la entrada del rotavirus 

en la célula huésped y a su vez ha sido reportada su sobre expresión en células tumorales algunos de estos 

son. 

2.8.1.  Generalidades de la PDI 
La proteína disulfuro isomerasa (PDI)  tiene un peso aproximado de 56 kDa, su secuencia es de 490 

aminoácidos, esta proteína pertenece a la familia de las enzimas tiol-reductasas, las cuales tienen como 

función intervenir en el correcto plegamiento, formación y remodelación de los puentes disulfuro de las 

proteínas sintetizadas en el retículo endoplásmatico rugoso. Estas proteínas presentan dos dominios externos 

denominados a y a’, estos dominios poseen actividad catalítica, oxidoreductasa y disulfuro isomerasa; por 

otro lado, poseen dos dominios internos denominados b y b’, los cuales les confieren interacciones no-

covalente con los sustratos. Estas proteínas son sobre expresadas bajo condiciones de estrés [80]. 

2.8.1.1 Estructura de la PDI 
Esta proteína se encuentra organizada en 5 diferentes dominios (a,b,b’,a’ y c). los dominio a y a’ son 

homólogos a la tioredoxina, cada uno de estos dominios posee dos cisteínas en la secuencia WCGHCK, las 

cuales median la actividad catalítica de PDI. Los dominios inactivos b y b’ poseen secuencias similares 

entre sí, pero no con la tioredoxina. Los dominios a y b de esta enzima adoptan plegamientos como la 

tioredoxina, a pesar de que en el dominio b no exista una secuencia similar a esta. Todos los dominios de 

esta proteína se caracterizan por tener una carga negativa, pero los dominios b y c son particularmente 

acidicos. Esta proteína es altamente abundante en el retículo endoplásmatico de las células debido a su 

ambiente redox lo cual facilita su actividad catalítica [81].  

2.8.1.2 PDI y cáncer 
Diferentes estudios en células cancerígenas han asociado la sobrexpresión de PDI con la progresión y 

agresividad de diferentes tipos de cáncer, entre los cuales se encuentran: cerebro, linfoma, riñón, ovario, 

próstata y pulmón, estos estudios han usado el método de micro arreglos, por medio de los cuales se ha 

identificado una sobrexpresión de esta proteína mayor al doble comparada con los tejidos normales de estos 
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tipos de cáncer. Por otro lado, también se ha visto asociada la sobrexpresión de este tipo de cáncer con los 

procesos de metástasis e invasión, un ejemplo de lo anteriormente mencionado es la sobre expresión de PDI 

en la metástasis de nódulo linfático axilar procedente de seno, la cual, a comparación del tumor primario de 

seno presenta una mayor expresión de PDI. Esta proteína es un sustrato de las caspasas 3 y 7, por lo que se 

ha relacionado la sobrexpresión de la misma con la supervivencia de células AML HL-60 tratadas con 

etopósido [82]. Debido a la alta demanda de síntesis de proteínas funcionales en las células cancerígenas, 

se postula que PDI es un punto clave en el mantenimiento de los mecanismos transcripcionales y 

traduccionales en células cancerígenas, favoreciendo de esta manera la proliferación y migración de estas 

células tumorales [83].  

 

2.8.1.3 PDI y rotavirus  
Estudios realizados en el grupo de investigación de biología molecular de virus en la Universidad Nacional 

de Colombia en el año 2011 determinaron que la proteína anteriormente nombrada posee una interacción 

directa con las proteínas virales ya sea en forma de DLP o TLP, lo cual sugirió que en la línea celular MA104 

y en las células intestinales aisladas de ratón ICR, la proteína PDI jugaba un papel en la infección del 

rotavirus, y en la interacción del rotavirus con las células, específicamente en los eventos tempranos de la 

entrada del rotavirus. Esto sugiere que las proteínas estructurales del rotavirus tales como VP4, VP6 y VP7 

son sustratos de la proteína PDI en su actividad reductora, dado que las proteínas virales anteriormente 

mencionadas poseen grupos tiol los cuales pueden ser modificados por la proteína PDI en la entrada del 

rotavirus a las células [84].  

2.8.2.1 Generalidades de las Integrinas 
Las integrinas son una familia de heterodimeros α yβ de los receptores de adición celular, su función es 

mediar la interacción de la célula con la matriz extra celular y la interacción célula-célula, por otro lado 

también tiene funciones tales como receptores de señalización, los cuales medían en diferentes procesos 

celulares tales como la proliferación, migración, diferenciación y supervivencia [85, 86].  

2.8.2.2 Estructura de las integrinas 
En vertebrados existen 18 sub unidades α y 8 β las cuales tienen distribuciones distintas. Las subunidades α 

y β están constituidas por dominios con uniones flexibles entre ellas, cada una de las subunidades se 

caracteriza por tener una hélice que abarca la membrana y una cola en el citosol. La cadena α de estas 

proteínas contiene cuatro o cinco dominios extracelulares, los cuales interactúan con una hélice β seguidos 

de una curvatura unida a dos dominios Calf (calcium channel localization factor). Por otro lado la cola β 

tiene siete dominios que tienen diferentes interconexiones entre sí, uno de los dominios β-I se encuentra 

insertado en un dominio hibrido compuesto, el cual se encuentra girado en un dominio PSI (plexin-

semaphorin-integrin), estos dominios están seguidos de cuatro módulos de factor de crecimiento epidérmico 

(EGF) ricos en cisteína y una cola β.  La actividad de estas proteínas es dependiente de la presencia de iones 

divalentes de calcio, magnesio y manganeso, los cuales median los cambios estructurales para la activación 

de estas proteínas [87]. 

2.8.2.3  Integrina αVβ3 y cáncer 
Las integrinas son moléculas que en la actualidad son un objetivo para el tratamiento contra cáncer debido 

a la interacción con la matriz extra celular y su relación con la tracción y la motilidad que puede facilitar la 

invasión y migración de células cancerígenas; dado que estas proteínas son capaces de regular a su vez la 
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proliferación celular, han sido de alto interés en estudios relacionados con cáncer y metástasis [88]. Muchos 

de los tumores sólidos provenientes de células epiteliales expresan integrinas tales como α6β4, α6β1, α2β1 

y α3β1, las cuales son retenidas en el tumor. Estas integrinas a su vez medían la adición de estos tumores a 

las membranas, algunas de estas integrinas anteriormente descritas se han visto relacionadas con la 

diseminación tumoral tal como la integrina α2β1 debido al decrecimiento de su expresión en algunas líneas 

tumorales [89]. Estas proteínas tienen la capacidad de promover señales intracelulares debido a su presencia 

en las bicapas lipídicas, la interacción de estas con el medio extracelular puede mediar la supervivencia 

celular o la apoptosis, de tal forma que las integrinas ligadas median la supervivencia por medio de la 

expresión de proteínas tales como BCL2, la cascada de señalización PI3K-Akt, NfkB o la inactivación de 

p53. Estas señales de supervivencia se encuentran relacionadas por pares integrina- receptor de factor de 

crecimiento, algunos de estos receptores tales como el receptor del factor de crecimiento de los fibroblastos 

(FGFR) al solaparse con la integrina avß3 evitan la apoptosis por vía intrínseca en células endoteliales [90]. 

2.8.2.4 integrinas y rotavirus  
Se ha demostrado que el rotavirus tiene un tropismo específico por células intestinales, pero a su vez estos 

virus tienen la capacidad de infectar células provenientes de origen del epitelio renal o intestinal, lo cual 

sugiere moléculas o receptores comunes entre las células anteriormente mencionadas, pues facilita la 

interacción y entrada del rotavirus a dichas células. Es común que algunas líneas de rotavirus de origen 

animal tengan como blanco proteínas ricas en el ácido siálico, las cuales están presentes en la superficie 

celular, sin embargo, se ha observado que  algunas líneas del rotavirus no son dependientes de la presencia 

de esta molécula para entrar e infectar las células, siendo así que exista otro grupo de receptores posibles 

para la interacción y entrada del rotavirus en las células [91, 92, 93].  

Las integrinas son comúnmente usadas por algunos virus en su entrada, entre ellos el rotavirus, Se ha 

observado una interacción directa entre la capa exterior de este virus y diferentes integrinas en los estados 

tempranos de infección, siendo así que se observan interacciones directas entre la proteína VP4 y α2β1 [94]. 

Por otro lado estudios realizados en el año  2000 lograron determinar que las integrinas α2β1 y αvβ3 juegan 

un papel importante en la infección de los rotavirus RRV ( dependiente de ácido siálico) y nar3 

(independiente de ácido siálico) en la línea células MA-104, en ambos virus la interacción con estas 

integrinas sucede posterior a la unión del rotavirus a la superficie celular, sugiriendo de esta manera un 

papel importante en la entrada del rotavirus por estas proteínas [95]. Posterior a esto otros estudios lograron 

determinar la interacción de VP5  subunidad de la proteína VP4 con las integrinas α2β1 debido a la presencia 

de la secuencia DGE entre los aminoácidos 308-310 de la proteína VP5 los cuales son una secuencia  ligando 

homologo derivado del colágeno de tipo I, a su vez este estudio logró determinar la interacción de la proteína 

VP7 con las integrinas αXβ2 y αvβ3, debido a la presencia de la secuencia ligando GPR  entre los 

aminoácidos 253-255, la cual es homologa al fibrinogeno , aclarando de esta manera que las integrinas que 

interactúan con las proteínas rotavirales [96, 97, 98]. 

2.8.3.1  Generalidades de las Chaperonas HSPS 
Estas proteínas pertenecen al grupo de las chaperonas, siendo su función la asistencia en el plegamiento de 

las proteínas posterior a su síntesis. Otras de las funciones de este grupo es la asistencia de plegamiento en 

la formación de agregados proteicos que pueden propiciar interacciones inespecíficas. Este grupo de 

proteínas son activadas a su vez como respuesta ante el estrés oxidativo en las células y son clasificadas en 

familias teniendo en cuenta su tamaño o función en el siguiente orden: HSP100, HSP90, HSP70, HSP40, 

HSPB y chaperoninas. 
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La activación de los genes relacionados con la HSP, son coordinados por medio de diferentes eventos 

bioquímicos y genéticos adjuntos a la HSR (Heat Shock Respond), la activación de esta última es una 

respuesta de protección celular que es activada en células las cuales están expuestas a daño molecular, sin 

embargo la sobre expresión o la expresión aberrante de esta familia de chaperonas se ha visto relacionada 

con distintas enfermedades, entre las cuales se pueden encontrar desordenes neurodegenerativos y cáncer. 

Las chaperonas son definidas como cualquier proteína capaz de  interactuar y/o intervenir en la 

estabilización de otra proteína, permitiendo así un cambio conformacional en el cual ésta es activa sin que 

la proteína chaperona esté presente en la estructura final. Estas proteínas son relacionadas comúnmente 

como proteínas de estrés o proteínas de choque térmico, debido a que  su incremento es directamente 

proporcional al aumento de estas dos condiciones en las células, de este modo estas proteínas tienen varias 

funciones en estas condiciones tales como: mantenimiento del proteoma, plegamiento de novo o 

replegamiendo de proteínas desnaturalizadas debido a condiciones de estrés, ensamblaje oligomérico, 

tráfico de proteínas y asistencia en la degradación proteolítica. Algunas de las proteínas de esta familia con 

mayor actividad durante el plegamiento de novo son las proteínas HSP70, HSP90 y las chaperoninas 

HSP60s, estas promueven el plegamiento de otras proteínas siendo dependientes del aporte energético de la 

molécula ATP, su mayor actividad se encuentra en secuencias de aminoácidos hidrófobas [99]. 

Una de las chaperonas de este grupo es la chaperona HSP70 esta puede ser expresada de manera inducida 

pero a su vez existe de manera constitutiva en todas las células, este grupo de proteínas tiene una función 

importante en el plegamiento de proteínas y el control de la proteostasis, por otro lado el aumento de la 

presencia de este grupo de proteínas ha demostrado eficacia en la agregación de proteínas toxicas [100, 

101]. 

Esta proteína tiene como mayor característica poseer un dominio N-terminal ATPasa, este fragmento es 

altamente conservado en este grupo de proteínas, por otro lado, estas proteínas poseen un fragmento C-

terminal altamente variable, el cual es el fragmento de unión al péptido, estos fragmentos se encuentran 

unidos por una región sensible a proteasas [102, 103, 104]. Las proteínas HSP 70 a su vez tiene una función 

ATPasa, esta función es usada para el desmontaje de vesículas recubiertas de clatrina, mecanismo que es 

usado en el transporte de componentes a través de la membrana celular [105, 104]. 

2.8.3.2 HSPs y cáncer 
Una de las  chaperonas identificadas en cepas tumorales es la HSP90 este grupo de chaperonas controlan 

distintas funciones  en importantes vías de señalización, entre las cuales se pueden encontrar la progresión 

del ciclo celular, el mantenimiento de los telómeros, apoptosis, la inmunidad innata y la degradación de 

proteínas, siendo así que este grupo de proteínas sean importantes para la amortiguación de efectos 

desestabilizantes o inductores de las mutaciones en complejos proteicos [106]. Este grupo completo de 

moléculas denominadas chaperonas han sido observadas como altamente activas en células tumorales 

debido al  factor de choque térmico 1 (HSF1), siendo así que la activación de HSF1 y la acumulación de 

HSPs participen en el fenotipo maligno de las células tumorales, participando con su función reparadora en 

condiciones de estrés tales como el tratamiento tumoral [107, 108]. 
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2.8.3.3 Hsc 70 
En el año 2002 se identificó que la forma constitutiva Hsc70 juega un papel importante en la entrada de 

rotavirus en las células MA104 y en las células intestinales en ratones lactantes de la cepa ICR [109, 110]. 

En el grupo de investigación de biología molecular de virus de la Universidad Nacional de Colombia, ha 

sido reportada la participación de la proteína Hsc70 en la entrada del rotavirus. El bloqueo de esta proteína 

realizado por medio de la adición de anticuerpos monoclonales específicos anti-Hsc70 y sueros 

hiperinmunes de conejo (generados con proteínas recombinantes purificadas), logran bloquear la entrada 

del rotavirus al ser pre incubados con las células previo a la infección.  

Por otro lado, se observó que al incubar las células con los anticuerpos posterior a la infección, no tenía el 

mismo efecto, por lo tanto lo resultados sugerían una interacción inicial de la proteína Hsc70 con el 

rotavirus, esta hipótesis fue comprobada por medio de la pre incubación de TLPs y DLPs del rotavirus  con 

proteínas recombinantes Hsc70, para luego realizar un ensayo de infección con este tratamiento. Se obtuvo 

como resultado un bloqueo de la infección en las TLPs pre incubadas con Hsc70, mas no en las DLPs, lo 

cual sugirió una interacción directa de una de las proteínas que componen el TLP con la proteína Hsc70 

[110].  

En el año 2003 fue demostrado que la subunidad VP5 de la proteína VP4 del rotavirus interactúa con la 

proteína Hsc70, este estudio fue realizado a partir del péptido KID de la proteína VP5 el cual contenía el 

dominio comprendido entre los aminoácidos 642-659 de la proteína, siendo asi que por medio de un ensayo 

de competencia junto con el virus RRv y el virus nar3, se lograra determinar una interacción de este péptido 

con la proteína Hsc70. Por otro lado este estudio logro concluir que la interacción de esta proteína 

recombinante (KID) con  Hsc70 inhibela infectividad de los virus RRV y nar 3 en células MA104 mas no 

su unión a la superficie de las células, lo cual sugirió que la interacción VP5-Hsc70  se da posterior a la 

unión del virus a la superficie celular [111]. 

2.8.4 Otros receptores candidatos 
En el laboratorio de biología molecular de virus de la Universidad Nacional de Colombia, se está estudiando 

la participación de las proteínas de choque térmico Hsp90, Hsp70, Hsp60 y Hsp40, como posibles moléculas  

participantes en el proceso de entrada de los virus oncolíticos a las células tumorales. Dicho estudio, aun no 

se ha concluido.  
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3. ANTECEDENTES 
El director del presente proyecto, Carlos A Guerrero F,  coordinador del labratorio de Biologia Molecular 

de virus de la Universidad Nacional de Colombia realizó la adaptación de diferentes serotipos del rotavirus 

(TRF-41,RRV,UK (G5-P5),Ym (G11-P9), Ecwt, Wa (G1-P8),Wi61 (G9) y M69 (G8)) a líneas tumorales, 

entre las cuales se encuentran Caco-2, Kato III, MCF-7, PC-3, U937, A549, SP2/O-ag14 y REH.  El 

investigador, después de realizar 150  pasajes de cada una de las diferentes cepas de rotavirus, realizó 

combinaciones de virus en las distintas líneas celulares, obteniendo aislados rotavirales nuevos y diferentes 

a los parentales que fueron nombrados como: TRUYO( TRF, RRV, UK, Ym, OSU), WWM (Wa, Wi, M69) 

y WT1-5 ( aislados rotavirales de 5 pacientes). Cada una de estas combinaciones rotavirales fue pasada 100 

veces por cada una de las líneas celulares, posterior a todos los pasajes de los aislados rotavirales estos 

fueron combinados con el virus Ecwt, generando la combinación rotaviral WTEW, la cual fue pasada 100 

veces por las distintas líneas celulares [112]  

A los distintos aislados rotavirales anteriormente mencionados, les fueron practicados pruebas de  infección 

y replicación viral mediante inmunocitoquímica, inmunofluorescencia, citometría de flujo, western blot, re-

infecciones, ELISA de captura, y señales de muerte. Estas sugirieron una adaptación de los distintos aislados 

rotavirales a las líneas celulares, debido a la capacidad de infectar las células tumorales y replicar su material 

genético de mejor forma respecto a las cepas parentales de las cuales procedían. Igualmente, se pudo 

evidenciar la fragmentación del material genético de las celulares tumorales, acompañadas de distintas 

señales de muerte, tales como anexina V, yoduro de propidio, PPAR y 7-AAD, que sugirió en su totalidad 

que existía una adaptación de los aislados rotavirales en las distintas líneas tumorales y una muerte inducida 

por la infección rotaviral en las mismas. 

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
Se considera que los rotavirus utilizan como receptor funcional un complejo de varias macromoléculas, que 

incluyen las integrinas αvβ3, α2β1, αxβ2, la proteína de choque térmico Hsc70 y la PDI [109, 110, 56, 113]. 

Se sabe que el rotavirus presenta la capacidad de infectar líneas celulares de cáncer colorectal como Caco 2  

y células HT-29  [114, 115]. En el Laboratorio de Biología Molecular de Virus de la Facultad de Medicina 

de la Universidad Nacional de Colombia, se han realizado estudios en los cuales se encontró que las cepas 

rotavirales seleccionadas por el director del proyecto, infectan y lisan las líneas celulares Sp40 Ag-14 

(mieloma de ratón), U-937 (linfoma histiocitico), REH (leucemia linfocitica aguda), Kato III (carcinoma 

gástrico), J774 (sarcoma de células reticulares), MDA y MCF-7 (adenocarcinoma de mama) y PC3 

(adenocarcinoma grado IV de próstata), sugiriendo que las cepas estudiadas son potenciales virus 

oncolíticos. 

.  

Sin embargo, se requiere extrapolar los resultados llevados a cabo en estudios in vitro a un modelo in vivo, 

en las líneas tumorales antes señaladas, a un modelo in vivo, en el modelo Balb/c, debido a que es preciso 

observar si el comportamiento  oncolítico del virus WTEW se conserva bajo las variables de un modelo in 

vivo, en las cuales están presentes no solo la distribución espacial de las células tumorales, si no a su vez el 

sistema inmune del modelo Balb/c. Por esta razón es necesario determinar la capacidad oncolítica del 

rotavirus WTEW en tumores generados a partir de células SP2/O en ratones Balb/c, en los denominados 
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tumores alogénicos. Para esto, se determinó la infección del rotavirus WTEW en los tumores generados en 

ratones Balb/c con la línea celular SP2/O, se analizaron las señales de muerte celular en las células infectadas 

con rotavirus mediante técnicas inmunológicas en células aisladas del tumor y en cortes histológicos. 

Igualmente,  se determinó la presencia de anticuerpos anti-rotavirus en el suero del ratón al cual se le generó 

el tumor y fue inoculado intratumoralmente con el rotavirus WTEW.  

5. JUSTIFICACION 
En la actualidad se buscan nuevas alternativas para la prevención y opciones terapéuticas al tratamiento 

convencional del cáncer (radioterapia y quimioterapia). Se ha reportado que algunos virus pueden infectar, 

disminuir la viabilidad de células tumorales o lisarlas (oncólisis). Estos virus se estudian primero in vitro en 

líneas tumorales, luego in vivo en modelos animales y posteriormente en los pacientes humanos. En la 

actualidad unos pocos virus se estudian en fase clínica en pacientes. Hasta la fecha no existe ningún reporte 

donde se evalué el rotavirus como potencial virus oncolítico. Nuestro laboratorio ha reportado que αVβ3, 

PDI y Hsc70  están asociadas tanto in vivo como in vitro al proceso de infección por rotavirus. Teniendo en 

cuenta que  PDI y Hsc70 no se expresan en la membrana de células del tejido normal y  si en la membrana 

de células neoplasicas, el laboratorio ha postulado  que el rotavirus puede utilizarse como virus oncolítico 

en los tumores donde estas proteínas de membrana se expresen. El objetivo del presente trabajo es evaluar 

el potencial del rotavirus WTEW como  virus oncolítico en un modelo celular in vivo de mieloma murino. 

Para desarrollarlo nos propusimos: 1. Determinar la susceptibilidad a la infección del tumor alogénico 

generado con la línea celular Sp2/0-Ag14 al inocularlo intratumoralmente con rotavirus WTEW y 2. 

Describir el efecto citopático de la infección rotaviral en el tumor alogénico. Para desarrollar estos objetivos 

se desarrollará un tumor alogénico en los ratones Balb/c con la línea Sp2/0-Ag14, luego el ratón fue 

inoculado intratumoralmente con rotavirus y se evaluó la infección rotaviral mediante inmunocitoquímica 

e inmunofluorescencia. Se determinaron los efectos citotóxicos mediante el uso de anticuerpos específicos 

que reconocen moléculas pro-apoptóticas mediante epifluorescencia.  

La anterior metodología  fue llevada a cabo, porque algunos ensayos clínicos han demostrado que los virus 

oncolíticos se pueden administrar sistémicamente de forma segura y con una baja toxicidad. La 

administración intravenosa ofrece la oportunidad de tratar el tumor primario y la metastásis 

simultáneamente. No obstante, algunos estudios muestran que la eficiencia podría estar limitada por la 

toxicidad sobre los tejidos normales y/o la presencia de una respuesta inmune preexistente en los sujetos 

tratados. Por esta razón fue necesario realizar el estudio in vivo, en un tumor alogénico porque nos permitirá 

predecir en forma indirecta si el rotavirus WTEW al aplicarlo intratumoralmente es seguro; es decir, evaluar 

que no se expanda o infecte otros órganos, si se replica y si mata eficientemente las células tumorales Sp2/0-

Ag14 como se ha visto con esta línea tumoral in vitro. En los ensayos in vitro el WTEW tiene la capacidad 

de generar distintas señales de muerte entre las cuales se encuentran rompimiento del material genético 

celular, y la permeabilización de membrana evidenciada por la presencia de células anexina V positivas, 

yoduro de propidio positivas y otros marcadores de muerte.  
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6. OBJETIVO GENERAL 
Determinar la capacidad oncolítica de rotavirus WTEW en tumores alogénicos, generados a partir de células 

Sp2/0-Ag14, en ratones Balb/c. 

6.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS 
1. Determinar la infección en tumores generados en ratones Balb/c con la línea celular Sp2/0-Ag14, luego 

de ser infectado intratumoralmente con rotavirus WTEW.   

2. Determinar señales de muerte celular luego de infectar intratumoralmente con rotavirus WTEW las 

células del tumor.   

3. Determinar la presencia de anticuerpos anti-rotavirus en el suero del ratón al cual se le generó el tumor y 

fue inoculado intratumoralmente con el rotavirus WTEW. 

 

7. HIPOTESIS 
El rotavirus WTEW seleccionado en al laboratorio de Biología Molecular de Virus como virus oncolítico 

infecta y lisa las células la SP2O/ag-14 in vitro. Al aplicar el rotavirus WTEW en tumores alogénicos 

generados a partir de células SP2O/ --- estos infectan, se replican e inducen señales de muerte celular al 

aplicarlo directamente en el tumor, in vivo.   

8. METODOLOGIA 

8.1Diseño experimental 

8.1.1Animales virus y reactivos 
Se adquirieron ratones de la cepa Balb/c del biotério del Instituto Nacional de Salud (INS) de 19 días, de 

edad y se dejaron adaptar al laboratorio durante 3 semanas (total 6 semanas de edad); al momento de su 

utilización tenían un peso promedio entre los 25 y 30 gramos. El rotavirus WTEW fue generado en el 

laboratorio de Biología Molecular de Virus de la Universidad Nacional de Colombia por el profesor Carlos 

Arturo Guerrero Fonseca, este virus fue replicado en diferentes líneas tumorales para generar especificidad 

anticancerígena y fue purificado finalmente por ultracentrifugación en cloruro de cesio (CsCl). El rotavirus 

WTEW utilizado en el presente trabajo fue suministrado por el profesor Carlos Arturo Guerrero Fonseca. 

En el presente estudio se utilizaron los siguientes anticuerpos: sueros hiperinmune anti-Rotavirus 

generados en ratón, conejo, cabra y cobayo, sueros hiperinmunes anti-NSP4, anti-NSP5, anti-NSP2, anti-

NSP6, anti-PDI y anti-Hsp90 generados en ratón, conejo y cobayo en el Laboratorio de Biologia Molecular 

de Virus de la Universidad Nacional de Colombia, utilizando como antígeno proteínas recombinantes de 

RRV. Los anticuerpos fueron generados con anterioridad al presente trabajo. 

Anticuerpos comerciales primarios: anti-PARP clivado (sc-56196), anti-Cas3 (sc-65496), anti-citocromo 

C (sc-13561), anti-BAX (sc-20067) generados en ratón todos de Santa Cruz Biotechnology Dallas Texas 

United States.  
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Anti-NfkB (PA1-14295 Thermo Scientific Rockford USA) generado en conejo, anti-BID (sc-11423) anti-

Cas9 (sc-8355) anti-Smac(sc-22766) generados en conejo, anti-COX2 (sc-19999) generado en ratón, anti-

COX4 (sc-69359), anti-Cas7 (sc-8510) generados en cabra todos de Santa Cruz Biotechnology Dallas Texas 

United States.  

Anticuerpos secundarios: cabra anti-conejo IgG-HRP (sc-2030), cobayo anti-cabra IgG-HRP (sc-2020), 

cabra anti-ratón IgG-HRP (sc-2031), cabra anti-ratón IgG1- FITC (sc-2078), ratón anti-cabra IgG-HRP (sc-

2354), cobayo anti-conejo IgG-FITC (sc-2090) todo de Santa Cruz Biotechnology Dallas Texas United 

States.  

8.1.2 Condiciones ambientales en las que se mantuvo a los ratones 
El tratamiento y mantenimiento de los ratones se realizó teniendo en cuenta la Ley 84 de 1989 (Estatuto 

Nacional de Protección de Animales). Los ratones fueron mantenidos durante un tiempo máximo de 2 meses 

en un biotério con dimensiones de 36.5cm de alto, 39 cm de ancho y 31 cm de largo, construido con vidrio 

acústico evitando el estrés causado por el ruido. Los ratones fueron puestos en parejas en jaula de metal con 

una malla de ventilación superior de 25cm de largo, 12.5cm de alto y 18 cm de ancho, cada jaula poseía una 

zona de alimentación aislada y se les administró un biberón de agua de la llave previamente autoclavada y 

como alimento concentrado para roedores (AgrinalR). La temperatura se mantuvo entre 20 a 22 °C generada 

por un bombillo de 40V. El biotério fue ubicado en el Laboratorio de Biología Molecular de Virus de la 

Facultad de medicina de la Universidad Nacional de Colombia. El presente estudio fue avalado por el 

consejo de facultad por medio del acta No. 19 del dia 08 de junio de 2017. 

8.1.3 Obtención del título viral  
Previamente se había determinado que los aislados rotavirales con actividad oncolítica, obtenidos en el 

laboratorio de Biología Molecular de Virus de la Universidad Nacional de Colombia, incluido WTEW, 

tienen capacidad infecciosa y lítica en la línea Sp2/0-Ag14 de manera similar [116]. Al momento del 

experimento contábamos con tres virus purificados con CsCl2 (WTEW, WTE1-5 y ECwt) y se quiso 

determinar cual estaba en mayor concentración.  Para esto, 300.000 células Sp2/0-Ag14 en 300 µl medio de 

cultivo en placas de 24 pozos se aplicó diferentes diluciones de cada uno de los tres rotavirus, así: del stock 

que se tenía se hizo una dilución 1:100 y a partir de esta dilución se hicieron nuevas diluciones (1:30, 1:15 

y 1:7.5) de cada uno de los virus anteriormente mencionados (dilución total 1:3000; 1:1500 y 1:750). Las 

células se cultivaron en incubadora a 37°C, con CO2 al 5% durante 12 h.  Posteriormente, las células fueron 

fijadas con paraformaldehido al 4% 30 min a 4°C y la infección fue analizada mediante inmunofluorescencia 

usando sueros hiperinmunes anti-rotavirus con una dilución 1:3000, en un microscopio VanGuard.  

Por último, se calcularon los títulos virales por medio de la ecuación [titulo=volumen x conteo células 

positivas x dilución x número de fotos]. 

 

8.1.4 Proceso de inmunosupresión, inoculación celular e infección de los ratones 

y aislamiento de tumor.  
Con el propósito de generar los tumores en los ratones Balb/c, ya adaptados a las condiciones del laboratorio, 

de 6 semanas de edad (n=8) se inmuno-suprimieron localmente por medio de la inoculación de 100 uL de 

2,6,10,14-Tetramethylpentadecane (PristanR) subdermico en el área abdominal; 5 días posterior a la 

inmunosupresión fueron inoculados con 1x106 células Sp2/0-Ag14 en 100 uL de medio de cultivo RPMI 

sin suero fetal bovino, de manera subdérmica en la misma área. Los ratones fueron monitoreados para 
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evaluar el crecimiento tumoral diariamente y se realizó registro del peso total por medio de una balanza y 

el área tumoral de cada ratón por medio de un calibrador (vernier de acero marca Wolfox) tomando las 

medidas de ancho  y alto usando la formula V=axb2/2 donde a es el diámetro mas largo y b es el diámetro 

más corto  [117], que da como resultado el volumen aproximado exterior del tumor. cabe aclarar que existen 

otras fórmulas para medir los volúmenes tumorales tales como V=A2xLx0.5235 (elipsoide), teniendo en 

cuenta que la forma del tumor es similar a la de una esfera. Cuando el volumen del tumor llegó 

aproximadamente a 0.12 cm3 (aproximadamente, 5 días post-inoculación) se inocularon de manera 

intratumoral 100 µL de medio RPMI los cuales contenían de 3.300 partículas virales del rotavirus WTEW 

cada 3 días para un total de 3 dosis o PBS en el ratón control.   

Posterior a esto, se practicó eutanasia a los ratones por dislocación cervical 15 días posteriores a la primera 

inoculación viral debido al tamaño tumoral evidenciado en los ratones control. Posterior a esto, se extrajo 

el tumor, del cual fue extraído 1 g y fijado con paraformaldehido al 10% para realizar cortes histológicos. 

El tumor restante fue macerado en medio RPMI y posteriormente fijado con paraformaldehido al 4% durante 

30 minutos a 4°C. Luego, las células extraídas del tumor fueron centrifugadas a 1200g para separar el 

sobrenadante de paraformaldehido y fueron re-suspendidas en PBS. 

Paralelamente a la dislocación cervical, los ratones fueron desangrados por decapitación. Los coágulos 

formados fueron macerados y homogeneizados con PBS, se centrifugó a 3500 x g durante 30 min, se 

recuperó el sobrenadante con azida de sodio y se guardó a 4°C. 

 

8.1.5 Inmunocitoquímica de Tumores Aislados 
Para determinar la presencia de antígenos rotavirales los tumores aislados del modelo de tumor alogénico 

Balb/c SP2/O-Ag14 se maceraron con un mortero y una malla en medio de cultivo RPMI y las células 

individualizadas fueron fijadas posteriormente con paraformaldehido al 4%, luego fueron centrifugadas a 

1200 rpm y lavadas con PBS. A continuación, a 20 μL de células (≈4.8x106) aisladas de cada uno de los 

tumores les fueron adicionados 20 µL de EDTA 50 mM durante 15 min con ayuda de vortex para disgregar 

las células, posterior a esto se centrifugaron a 1200 rpm, se descartó el sobrenadante y se resuspendieron las 

células en 20 µL de PBS. Posterior a esto los 20 µL de células disgregadas aisladas de los tumores fueron 

colocadas en laminillas cubreobjetos y secadas a 50°C durante 30 minutos. Las células se permeabilizaron 

con 0.5% de tritón X100 durante 15 minutos, el cual se retiró por medio de tres lavados con PBS. Se les 

adicionó cloruro de amonio 50mM por 15 minutos para disminuir la autofluorescencia, se lavaron 2 veces 

con PBS y se dejaron secar; a su vez a estas células se le agregó peróxido de hidrogeno al 0.5% en metanol 

para inhibir la actividad peroxidasa endógena de las células. Las células adheridas a la laminilla se incubaron 

con 20 μL suero hiperinmune de conejo anti-rotavirus, el cual reconoce proteínas estructurales de rotavirus 

(1:3000 en PBS) en una cámara húmeda a 37°C durante una hora. Posterior a esto, el anticuerpo primario 

fue retirado por medio de 3 lavados con PBS, luego se añadieron 20 μL de anticuerpo secundario anti-conejo  

IgG conjugado con peroxidasa (HRP 0.13 μg/ml) y se incubaron por 1 hora a 37 °C en cámara húmeda. Se 

lavaron con PBS 2 veces y se revelaron con una solución compuesta por aminoetilcarbazol 0.64mg/ml 

(AEC), buffer acetato pH 5 (acetato de sodio 0.030 M- ácido acético 0.012 M) y peróxido de hidrógeno al 

0.36 %, por 45 minutos. Por último, se realizó un lavado con PBS 2 veces, para retirar el exceso de carbazol. 

Posterior a los lavados, las laminillas se voltearon con 20 µL de glicerol al 80% y fueron selladas con 

esmalte y se fotografiaron en 10 campos representativos con un microscopio Van Guard con un lente de 

100X y 40X. 
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Para determinar el porcentaje de infección se contaron las células positivas y negativas por medio del 

programa Image J, el número de células positivas se dividió en el total de células, obteniendo como resultado 

el porcentaje de antígenos positivos de rotavirus y como control se analizaron las células del tumor tratado 

con PBS. 

8.1.6 Fluorescencia 
Para determinar la superposición de fluoresencia/carbazol de antígenos relacionados con muerte celular y 

antígenos rotavirales en los tumores aislados del modelo in vivo, se llevaron a cabo ensayos de 

inmunofluorescencia. Para esto, las láminas reveladas con carbazol, fueron lavadas con PBS, y se les agregó 

cloruro de amonio 50mM durante 10 minutos, de esta manera se garantizó una disminución de la 

autofluorescencia de las células de las muestras. A continuación se adicionó anticuerpo primario policlonal 

(anti-Hsp90, -NSP4, -NSP5, -NSP2, -NSP6 o -PDI, en dilución1:3000)  o monoclonales (anti-PARP, -BID, 

-BAX, -COX2, -COX4, -Cas3, -Cas7, -Cas9, -citocromo C, -Smac, 0.2µg/ml) durante una hora a 37°C. 

Posteriormente se realizó dos lavados con PBS y se adicionó anticuerpos secundarios conjugados con FITC 

o Alexa 568 anti-conejo, anti-cobayo o anti-ratón (0.27µg/ml) durante una hora a temperatura ambiente y 

protegidos de la luz. Se realizaron 2 lavados con PBS y las muestras fueron volteadas sobre glicerol al 80% 

y selladas con esmalte, para ser fotografiadas en un microscopio de fluorescencia (Van Guard) utilizando 

un lente de 100X y 40X. 

8.1.7 Western Blot  
Para determinar la presencia de proteínas estructurales y no estructurales de rotavirus WTEW en las células 

procedentes de tumores del modelo in vivo, se tomó 1 ml de las células extraídas de los tumores aislados de 

ratones inoculados o no inoculados con el rotavirus intratumoral. Las células se lisaron por medio de la 

adición de 3 ml de buffer Leammli (SDS 2%, glicerol 10%, 2-mercaptoetanol 5%, azul de bromofenol 

0.004%, tris-HCl 0.125M, pH:6.8) el lisado fue centrifugado a 12000 x g durante 30 minutos. Posterior a 

esto las proteínas se precipitaron con 10% p/v de polietilenglicol durante una noche a temperatura ambiente, 

luego fueron centrifugadas a 12000 x g durante 30 minutos y se retiró el sobrenadante. Las proteínas se 

lavaron con etanol al 70% y se almacenaron a -70°C hasta su uso. Posterior a la precipitación con etanol, se 

centrifugaron las proteínas a 12000 x g durante 30 minutos, y se retiró el sobrenadante, a continuación las 

proteínas fueron resuspendidas en 5ml de PBS (pH 7.2) y se cuantifico la proteína total por medio de un 

espectrofotómetro a 280 nm y se diluyeron las muestras hasta llegar a una cantidad de proteína total de 

40µg. Se agregó nuevamente buffer Leammli y se corrieron las muestras en electroforesis SDS-PAGE al 

10% (20 mA). Posterior a la electroforesis las muestras fueron transferidas a una membrana PVDF (60mA 

toda la noche). Luego, la membrana fue bloqueada con leche descremada al 5% p/v y lavada 3 veces con 

PBS, se agregaron los sueros hiperinmunes anti-rotavirus (1:1000), anti-NSP4, -NSP5, -NSP2 o -NSP6, 

durante una hora a temperatura ambiente. Luego la membrana se lavó 3 veces con PBS y se agregó 

anticuerpo anti-ratón o anti-conejo conjugado con HRP (1:1500). Por último, se revelaron por medio de 

exposición de membrana fotográfica con kit de luminol (Santa cruz biotechnology). Se usaron como control, 

lisados virales de células MA104 y lisados de células tumorales procedentes del ratón sin infectar. 

8.1.8 Elisa de Captura 
Se determinó la presencia de anticuerpos anti-rotavirales en los plasmas sanguíneos de los ratones a los 

cuales se les aplicó el rotavirus WTEW mediante un ensayo de ELISA de captura. Para esto, a placas de 96 

pozos se adicionó suero hiperinmune de cobayo que reconoce proteínas estructurales del rotavirus (1:1000), 

como control positivo, o el suero de ratón al cual se le generó tumor y luego se inoculó con el rotavirus 
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WTEW (1:500). Se incubaron a 37°C durante una hora, posteriormente se bloquearon con leche descremada 

al 5% durante una hora a 37°C, se lavaron los pozos con 200µL de PBS tres veces y se adicionaron 100 µL 

de lisados de rotavirus. Se incubó a 4°C durante toda la noche, se lavó con PBS tres veces y se adicionó 

suero hiperinmune de conejo o cabra anti-rotavirus (1:2000). Estos fueron incubados a 37°C durante una 

hora. A continuación, se lavaron 3 veces con PBS y posterior a esto se agregó anticuerpo anti-conejo o anti-

cabra conjugado con peroxidasa HRP (1:1500=0.13µg/ml). El experimento fue revelado utilizando como 

sustrato OPD (O-fenilenedíamina dihidrocloruro) diluido en buffer citrato pH 5. Como control fueron 

usados los lisados tumorales de ratones no infectados intratumoralmete o lisados celulares de células 

infectadas.  

Para determinar la presencia de antígenos rotavirales no estructurales, los tumores aislados de los ratones 

infectados o no infectados intratumoralmente con el virus WTEW, fueron lisados con buffer RIPA pH 8.0 

(150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.5% DOC, 0.1% SDS, 50 Mm Tris base) y se preservaron en congelación a -

20°C hasta su uso. Posterior a esto en placas de 96 pozos se utilizó como anticuerpo de captura sueros 

hiperinmunes anti- NSP5 y NSP3 de cobayo (dilución 1:1000), Se incubaron a 37°C durante una hora, 

posteriormente se bloquearon con leche descremada al 5% durante una hora a 37°C, se lavaron los pozos 

con 200µL de PBS tres veces, y se adicionaron 100 µL de lisados celulares procedentes de los tumores 

aislados del modelo in vivo Balb/c SP2/O-Ag14. Se incubó a 4°C durante toda la noche, se lavó con PBS 

tres veces, se adicionó suero hiperinmune de ratón anti-NSP5 y NSP3 (dilución 1:1000) y se incubo a 37°C 

durante una hora. Se lavaron 3 veces con PBS y se agregó anticuerpo anti-ratón conjugado con peroxidasa 

HRP (1:1500=0.13µg/ml). El experimento fue revelado utilizando como sustrato OPD (O-fenilenedíamina 

dihidrocloruro) diluido en buffer citrato pH 5. Como control fueron usados los lisados tumorales de ratones 

no infectados intratumoralmete o lisados celulares de células infectadas. se leyó la absorbancia de los pozos 

a 492 nm en un espectrofotómetro.  

8.1.9 Ensayo de TUNEL 
Para determinar si la infección rotaviral induce muerte celular por degradación de material genético  se 

utilizó el kit “In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein” de Roche (Cat. No. 11684795910). Para esto 

los cortes histológicos del tumor fueron desparafinados por medio de un gradiente de Xileno y etanol 

95%,90%,80% y 70% posterior a esto los cortes histológicos fueron lavados 2 veces con agua destilada. A 

continuación de añadieron 2 lavados con buffer PBS pH:7.2, para luego agregar una solución de 

permeabilización la cual contenía Triton X-100 a una concentración de 0.1% preparado en buffer citrato 

pH:6, por último se agregaron 50 µL de mezcla de reacción TUNEL según lo indicado en el protocolo, se 

encubaron los cortes histológicos con la muestra a 37 °C durante 60 minutos en cámara húmeda, luego las 

muestras fueron selladas en ausencia de luz con cubre objetos y glicerol al 30% para ser analizadas y 

fotografiadas en un microscopio de fluorescencia (Van Guard). 

8.1.10 Sujetos de Estudio, Tamaño de Muestra y Recolección 
La población empleada fueron ratones Balb/c machos de 25 a 30 gramos de peso al momento de su 

utilización y 6 semanas de edad.  Se seleccionaron un total de 8 ratones y estos ratones fueron comprados 

en el biotério del Instituto Nacional de Salud. 

8.1.11 Procedimientos para Garantizar Aspectos Éticos en las Investigaciones 

con Animales 
Los procedimientos utilizados en este proyecto se hicieron acatando las normas sobre  uso y cuidado de 

animales de laboratorio establecidos en la resolución No.008430 de 1993  
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El presente proyecto vincula ratones Balb/c. los productos derivados del manejo de estos ratones y de los 

diferentes tratamientos fueron descartados en condiciones especiales momentos después de realizar los 

experimentos, evitando el posible contacto con otros humanos. Los elementos cortopunzantes fueron 

recolectados en guardianes. El material de laboratorio usado como pipetas guantes y demás se recolectó en 

bolsas rojas de material biológico según las indicaciones establecidas por el Ministerio de la Protección 

Social (resolución No 008430 de 1993), para finalmente ser descartados por la empresa contratada por la 

Universidad Nacional de Colombia para dicha actividad. 

Los materiales usados en el laboratorio, contaminados con rotavirus como puntas o tubos eppendorf, entre 

otros materiales contaminados con rotavirus, se depositaron en hipoclorito para la inactivación del rotavirus 

remanente en dichos materiales. Luego se descartaron en recipientes de plástico de sellado hermético, para 

posteriormente ser entregados a la empresa contratada por la universidad para el manejo de residuos 

contaminados, dando a conocer a la empresa el tipo de residuos que se le entrega. 

8.1.12 Estadística 
Se usaron los programas Sigma Plot 10.0 y GraphPad Prism 6 para realizar los análisis estadísticos de los 

datos obtenidos en el estudio, usando estadística desccriptiva para realizar los análisis de significancia, 

media y desviación estándar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

9. RESULTADOS  
 

9.1. El aislamiento Rotaviral WTEW tiene mayor concentración viral 

respecto a Ecwt y Wt1-5. 
Inicialmente, habian tres aislamientos rotavirales  (WTEW, Wt1-5 y EcWt-O) de los cuales se quiso 

determinar cual estaba en mayor concentración para inocular intratumoralmente los ratones. Para esto, se 
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realizó el ensayo de cuantificación de Unidades Formadoras de Foco (UFF) en la línea tumoral de mieloma 

de ratón Sp2/O-Ag14. Se infectaron aproximadamente 2x105 células en un volumen de 300 µl de medio 

RPMI, usando diluciones 1:750, 1:1500, 1:3000 de los 3 asilamientos rotavirales. pasadas 12 horas post 

infección (h.p.i) se analizó la presencia de los antígenos estructurales de rotavirus mediante 

inmunofluorescencia. De este ensayo, se obtuvieron los datos que a continuación se describen. La mayor 

infectividad con el virus WTEW, usando una dilución de 1:3000, donde aproximadamente el 57.558% de 

las células eran positivas para antígenos rotavirales. Para la dilución 1:15 y 1:750 la infectividad fue de 

78.5842% y 95.2325% respectivamente. En la dilución 1:750 se observó lisis y fragmentación celular 

acentuada. El aislado rotaviral Wt1-5 presentó valores de 1:3000 =42.58%, 1:1500 =54.35% y 1:750 

=75.45%. Con el aislado rotaviral Ecwt se obtuvieron valores de 1:3000 =25.45%, 1:1500=41.57% y 1:750 

=53.82% (figura 4). Por último, se calcularon los títulos virales por medio de la ecuación [titulo=volumen 

x conteo células positivas x dilución x número de fotos] obteniendo como resultados los siguientes títulos 

virales par las diluciones anteriormente mencionadas (Tabla 2). A partir del ensayo de inmunofluorescencia 

se concluyó que el aislado rotaviral WTEW logró una infección  aproximadamente del 50% con una dilución 

menor en comparación con los aislados Wt1-5 y Ecwt. 

 

Tabla 2 Títulos virales de las cepas rotavirales 

Cepa viral Titulo viral 

WTEW 3.3x108UFF/ml 

WT 1-5 8.9x107UFF/ml 

Ecwt 3.8x107UFF/ml 

 

9.2. La infección con la cepa rotaviral WTEW en el modelo in vivo Balb/c SP2 

Ag14/0 muestra diferencias en el volumen tumoral pero no en el peso a través 

de los días. 

 

Figura4 Existen diferencias en el volumen pero no en el peso de los ratones inoculados intratumoralmente con el rotavirus 

WTEW. Ratones Balb/c de 6 semanas de edad y peso promedio de 30g (n=8) fueron inmuno-suprimidos localmente por medio de 

la inoculación de PristanR 100 uL (78.3 mg) subdérmico en el área abdominal, 5 días posterior a la inmunosupresión fueron 

inoculados en el flanco con 1x106 células Sp2/0-Ag14 en 100 uL de medio de cultivo RPMI en la misma área. Una vez los tumores 

desarrollaron un volumen aproximado de 0.12cm3 los tumores fueron inoculados con 3300 partículas virales en 100µL de PBS 

cada 3 días para un total de 3 dosis, como control se inoculo PBS estéril en los ratones control. Los ratones fueron monitoreados 

para evaluar el crecimiento tumoral y se realizó registro del peso total y el volumen tumoral de cada ratón. (A) graficas 

representativas volumen tumoral (cm3) en los ratones inoculados intratumoralmente con rotavirus WTEW calculados por medio 

de la ecuación V=axb2/2 [117] (B) graficas representativas del cambio de peso (g) en los ratones inoculados intratumoralmente 

con rotavirus WTEW.  
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Para la obtención de los anteriores resultados, ratones Balb/c de 6 semanas de edad (n=8) fueron inmuno-

suprimidos localmente por medio de la inoculación de 78.3 mg de 2, 6, 10,14-tetrametilpentadecano 

(PristanR) subdérmico en el área abdominal. Posterior a 5 días de inmunosupresión fueron inoculados con 

1x106 células Sp2/0-Ag14 en 100 µL, de manera subdérmica en la misma área.  Se monitorearon las 

variables correspondientes al peso total del ratón y volumen tumoral teniendo en cuenta que la forma 

aproximada de los tumores era la de una esfera usando la ecuación V=axb2/2 [117, 118]. Cuando el volumen 

del tumor llegó aproximadamente a 0.12 cm3 se inocularon 3300 partículas virales de rotavirus WTEW o 

PBS en el ratón control cada 3 días para un total de 3 dosis de manera intratumoral.   

Se observaron diferencias significativas en el volumen al comparar los ratones tratados con los ratones 

control. En los ratones control los volúmenes tumorales eran de 4.2 cm3 para el control 1 y 4 cm3 para el 

ratón control 2 al finalizar el ensayo. Para los ratones tratados los volúmenes tumorales finales fueron de 

4.8 cm3, 2.6 cm3, 3.25 cm3 y 1.91 cm3 respectivamente como se muestra en la gráfica. Por otro lado, no se 

observaron diferencias significativas en el peso total de los ratones a excepción del ratón 1 al ser comparados 

con los ratones control. 

9.3 Hay presencia de antígenos rotavirales en los tumores extraídos del modelo 

murino Balb/c.  
Posterior a las 3 dosis de rotavirus inoculadas intratumoralmente, a los ratones (n=8) se les practicó 

dislocación cervical como método de eutanasia, posteriormente se recolectaron los tumores de cada uno de 

los ratones. Una sección de estos tumores fue tomada para realizar cortes histológicos posterior a la fijación 

por medio de paraformaldehido al 10%. Después de la dislocación cervical, la sangre de los ratone fue 

recolectada por medio de decapitación y luego preservada con azida de sodio a 4°C. 

Se realizó una disgregación de las células por medio de separación mecánica, macerando suave en presencia 

de suero RPMI, las células fueron fijadas por medio de la adición de paraformaldehido al 4%, 30 min a 4°C, 

posterior a esto las células fueron precipitadas por centrifugación, para retirar el paraformaldehido y fueron 

resuspendidas en PBS. Se puso 20 µL de células (≈4.8x106) en laminilla cubre objetos, se trataron con Triton 

X-100. Las células fueron tratadas con cloruro de amonio 50mM y luego con una solución de peróxido de 

hidrogeno en metanol al 0.5%. Se incubaron con sueros hiperinmunes anti-rotavirus y anticuerpos 

secundarios conjugados con FITC, se tomaron 15 fotos representativas de cada uno de los ensayos de 

inmunofluorescencia y las células fueron contadas por medio del programa de imageJ. Los resultados 

obtenidos demostraron un porcentaje de células positivas para rotavirus entre el 50% y 60% en todas las 

células extraídas de los tumores procedentes del modelo murino. Al cuantificar las intensidades de 

fluorescencia media, como una mediad indirecta de la cantidad de antígeno, se observó unas unidades de 

intensidad media mayores a 50 a comparación de la intensidad media observada en las muestras control, las 

cuales eran menor a 20 (Figura 5 Ay B). Los cortes histológicos de cada uno de los tumores se analizaron 

mediante inmunofluorescencia con sueros hiperinmunes anti-NSP5 y -NSP3 como se describió en 

materiales y métodos; los resultados obtenidos mostraron presencia de estos antígenos en los cortes 

histológicos procedentes de los tumores extraídos del modelo murino, mientras que en los cortes 

histológicos procedentes de los tumores control hubo ausencia de fluorescencia (figura 5 D). 

Para probar la presencia de proteínas no estructurales rotavirales se realizó un ensayo de ELISA de captura, 

para el cual se sembraron 200µL de suero hiperinmune anti-NSP5 de ratón como anticuerpo de captura, a 

continuación se adicionaron los lisados tumorales procedentes del modelo murino y se adicionaron 

anticuerpos policlonales anti- NSP5 de conejo,  finalmente se agregó anticuerpo anti-conejo conjugado con 

la enzima HRP, para revelar con el sustrato OPD y se realizó la lectura por medio de espectrofotómetro, 

como resultados se obtuvieron absorbancias de 0.17, 0.16 y 0.1 para los lisados tumorales provenientes de 
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los tumores 1,5 y 6 respectivamente, a comparación de los controles en los cuales la absorbancia obtenida 

fue de 0 (figura 5 E) 

Las muestras tumorales extraídas por maceración en presencia de medio RPMI, fueron lisadas por medio 

de buffer Leammli y fueron corridas en electroforesis SDS-PAGE y transferidas a una membrana de PVDF 

durante toda la noche. La membrana se incubó con anticuerpos policlonales para las proteínas estructurales 

y no estructurales rotavirales y anticuerpo secundario conjugado con la enzima HRP. Se reveló con el 

sustrato luminol.  Como control positivo se usaron lisados virales de células MA104 (Figura 5 C y F).  

 

 

Figura 5 Hay presencia de antígenos rotavirales en los tumores del modelo murino (A) células rotavirus positivas en 

inmunofluorescencia. Los tumores fueron disgregados por maceración en presencia de medio de cultivo y sometidos a ensayos de 

inmunofluorescencia para detectar antígenos rotavirales estructurales, posterior a esto las muestras fueron fotografiadas y se 

cuantificaron las células positivas para estos antígenos en el programa imageJ. (B) análisis de intensidad de fluorescencia media 

de inmunofluorescencia para con anticuerpos anti-rotavirus. (C) Western blot antígenos rotavirales. Los tumores fueron lisados 

por medio de buffer Leammli para realizar un ensayo de electroforesis SDS-PAGE, posterior a esto se transfirieron las proteínas 

a una membrana de PVDF y se realizó un ensayo de Western blot con anticuerpos anti-rotavirus se uso como control positivo 

lisados virales de células MA104. (D) imágenes representativas inmunofluorescencia rotavirus, NSP5 y NSP3. (E) células lisadas 

por medio de buffer ripa fueron sometidas a ensayo Elisa de captura para comprobar la presencia del antígeno no estructural 

NSP5. (BT= blanco total, B1y3= control anticuerpo de captura anticuerpo secundario)(F) células lisadas por medio de buffer ripa 

fueron sometidas a un ensayo Western blot para probar la presencia de los antígenos no estructurales NSP3 y NSP5. 

En los tumores de los ratones que fueron inoculados intratumoralmente con el rotavirus WTEW se observó 

presencia de los antígenos rotavirales durante los ensayos de Western blot, Elisa de captura e 

inmunofluorescencia, dando como resultados un porcentaje infectividad media de 1=49.97%, 2=50.26%, 

3=49.72%, 4=55.98%, 5=58.50% y 6=57.48% al realizar el conteo de las fotos de inmunofluorescencia. 

Estos resultados fueron contrastados con las intensidades de fluorescencia media de las fotografías en las 

que se realizó el conteo de células positivas para antígenos rotavirales. Como resultado se obtuvo una alta 

significancia de intensidad de fluorescencia media con respecto al control (p=<0.0001), las medias de 

fluorescencia fueron 1=64.88, 2=56.22, 3=64.78, 4=58.15, 5=58.20 y 6= 49.41. Por otro lado los ratones 

control inoculado con PBS presentaron intensidades de fluorescencia media de C1=12.8 y C2= 11.19. 
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En el Western Blot se detectó la presencia de antígenos rotavirales en 2 tumores. Teniendo en cuenta los 

pesos aproximados de las proteínas rotavirales reportados en uniprot  (Tabla 3), se observó la presencia de 

las proteínas estructurales VP2-4, VP6 y VP7 en el control positivo y de la proteína VP6 en los tumores de 

los ratones infectados. 

. 

Tabla 3 pesos de las proteínas rotavirales evaluadas 

Proteína Peso KDa 

VP1 125.208 

VP2 102.741 

VP3 98.069 

VP4 86.777 

VP6 44.873 

VP7 37.198 

NSP3 36.425 

NSP5 21.725 

 

Por otro lado, se observaron antígenos rotavirales no estructurales presentes únicamente en el ciclo 

replicativo del virus, en los ensayos de inmunofluorescencia, Western Blot y Elisa. En el Western Blot se 

detectó la proteína NSP3 en el tumor 1 y la proteína NSP5 en el tumor 4, en los otros dos tumores no se 

logró observar la presencia de ninguno de estas dos proteínas. En el ensayo de Elisa se encontró la proteína 

NSP5, la cual tiene papel en la formación del viroplasma expresada en unidades de absorbancia: 1=0,167, 

3=0,082, 5=0,15 y 6=0,1. 

9.4 Los ratones Balb/c Sp2/O-Ag14 tratados con rotavirus WTEW presentan 

bajo título de anticuerpos. 
Para analizar si los ratones inoculados con el rotavirus WTEW intratumoralmente habían generado 

anticuerpos contra el rotavirus, los sueros fueron usados como anticuerpo de captura en un ensayo de Elisa 

(1:5), como control positivo del anticuerpo de captura se usó anticuerpo policlonal anti-rotavirus (1:500) y 

como antígenos se aplicó lisados de células MA104 infectadas con rotavirus. Los resultados del ELISA 
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mostraron una baja absorbancia, indicando que se captó poco antígeno rotaviral, incluido el control 

positivo.  las absorbancias de los ratones 3 y 5 fueron: 3=0.109 y 5= 0.055  y del control positivo de 0.15 
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Figura 6  Presencia de anticuerpos anti-rotavirus en plasmas sanguíneo del modelo murino.Los plasmas sanguíneos extraídos 

del modelo murino fueron colectados por medio de decapitación, posterior a ceparación y recolección por medio de centrifugación 

fueron usados para realizar un ensayo de Elisa, siendo usados como anticuerpo de captura los plasmas sanguíneo y como control 

positivo fue usado anticuerpo policlonal antirotavirus. 

Como resultado se obtuvo una baja presencia de anticuerpos anti-rotavirus en los plasmas sanguíneos de los 

ratones, con excepción de los ratones 3 y 5 los cuales evidenciaron una presencia de anticuerpos. La media 

de unidades de absorbancia en las dos muestras positivas fueron 3=0.109 y 5= 0.055 a comparación del 

control positivo el cual tiene una media de absorbancia de 0.15. 

9.5  La presencia de antígenos rotavirales coincide con la expresión de señales 

de  muerte celular. 
Con el fin de determinar si los tumores inoculados con el virus WTEW expresaban antígenos relacionados 

con muerte celular, se pusieron células (≈4.8x106) en láminas cubre objetos, se permeabilizaron con Triton 

X-100, se lavaron y fueron tratadas con cloruro de amonio 50mM. Se realizó un ensayo de 

inmunofluorescencia utilizando anticuerpos policlonales anti-rotavirus, y anticuerpos monoclonales anti- 

BID, BAX, Cas3, Cas7, Cas9, citocromo C, Smac, y anticuerpos secundarios conjugados con FITC y Alexa 

568 respectivamente, para generar una doble marcación en las células. Se tomaron 15 fotos representativas 

de cada uno de los ensayos de inmunofluorescencia y las células positivas para la fluorescencia fueron 

contadas por medio del programa de imageJ (figura 8). 

En los resultados obtenidos se observaron diferencias significativas (p<0.001) en la expresión de antígenos 

de señales de muerte celular y antígenos rotavirales, obteniendo así una media de infección de 49.04% en 

los ratones tratados con el virus WTEW y de 0% en los ratones control. Por otro lado, se observó una mayor 

expresión de los antígenos relacionados con muerte celular en los ratones infectados intratumoralmente con 

el rotavirus WTEW, con respecto a los ratones control inoculados con PBS. Igualmente, se realizó una 
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determinación de la fluorescencia media de las fotos en las que se realizó el conteo en imageJ, siendo la 

fluorescencia media un indicio semi-cuantitativo de la cantidad de antígeno presente en las células. Los 

datos de la media de porcentaje de células positivas para el antígeno y fluorescencia media para las fotos 

están reportados en la tabla 4 (figura 7 A y B). 

 

Tabla 4 Medias de inmunofluorescencia 

Antígeno Media de % de células positivas Media de Fluorescencia media 

Rotavirus 49,04 58,61 

Rotavirus control 0 12 

Bax 43,41 44,68 

Bax control 9,648 13,11 

Bid  42,11 38,57 

Bid control 7,819 5,111 

Citocromo c 38,4 41,77 

Citocromo c control 12,81 12,57 

Smac 32,55 42,72 

Smac control 5,42 16,43 

Cas9 34,41 42,42 

Cas9 control 6,76 9,539 

Cas7  35,85 41,95 

Cas7 control 17,25 8,4 

Cas3 38,31 45,88 

Cas3 control 10,6 5,635 

Bcl2 31,77 38,99 

Bcl2 control 10,27 5,402 

 

En los cálculos de significancia, respecto al porcentaje de células positivas para cada antígeno, se observó 

que todos los antígenos obtuvieron valores de significancia superior a uno respecto a los conteos realizados 

en los ratones control (p<0.001). Esto demuestra una diferencia significativa en la expresión de antígenos 

relacionados con muerte celular. Entre los antígenos evaluados en los conteos celulares, el único antígeno 

que no tuvo significancia estadística fue caspasa 7 debido a que en las muestras control este antígeno se 

encontraba activo (C1=19.461%, C2=14,851%). El valor más alto en las muestras infectadas con el virus 

WTEW fue la del ratón 5 (47.892%). 

Al hacer superposición de las fotografías tomadas con el filtro verde y filtro rojo, se encontró coincidencia 

en la localización de las células positivas para antígenos rotavirales con las células positivas para cada uno 

de los antígenos relacionados con muerte celular (figura 7 C y D o Anexo A).  Por otro lado, en uno de los 

ratones inoculados con el virus WTEW (raton1) se dio la aparición de tumores metastásicos, los cuales 

fueron extraídos por medio del mismo proceso que los tumores primarios. Además, estos fueron probados 

por medio de inmunofluorescencia e inmunohistoquímica, tanto para los antígenos rotavirales como para 

los antígenos Bax, citocromo C y Cas3. De los resultados obtenidos de los ensayos realizados en metástasis, 

se logró observar un porcentaje de células positivas de ≈40% para antígenos rotavirales y un porcentaje de 

células positivas entre el 35% y 40% para los antegenos Bax, citrocromo C y Cas3. Al superponer las 
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imágenes, la locación de dichos antígenos, se dio cerca o en el mismo lugar a los antígenos rotavirales. 

(Anexo A figuras 1,3,7) 
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Figura 7 Presencia de antígenos relacionados con muerte celular en tumores extraídos del modelo murino Balb/c SP2 Ag14/0 infectados y no infectados con virus WTEW. Los 

tumores de los ratones infectados y ratones no infectados fueron extraídos posterior al eutanasia, estos fueron sometidos a ensayos de inmunofluorescencia por medio de anticuerpos 

policlonales para  antígenos rotavirales y anticuerpos monoclonales anti- Bax, Bid, citocromo c, Smac, cas9, cas7, cas3 y Bcl2, y se agregaron anticuerpos secundarios conjugados 

con FITC y Alexa 568  (A) porcentajes de células positivas para los antígenos rotavirales y los antígenos relacionados con muerte celular, comparados contra los ratones control. 

(B) fluorescencia media fotografías tomados en las inmunofluorescencia comparada contra los ratones control. (C) fotografías representativas de los antígenos rotavirales y 

relacionados con muerte celular en los ratones control inoculados con PBS. (D)  fotografías representativas de los antígenos rotavirales y relacionados con muerte celular en los 

ratones inoculados con el virus WTEW.
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9.6 La infección rotaviral induce muerte celular por degradación de material 

genético. 
 

Debido a que se observó la presencia de células positivas para los antígenos caspasa 3, se quiso determinar 

si existía degradación del material genético. Para esto, se realizó un ensayo de TUNEL utilizando el kit “In 

Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein” de Roche en cortes histológicos de los seis tumores de los 

ratones infectados con el virus WTEW. Las láminas de patología fueron desparafinadas por medio de la 

adición de un gradiente xileno-etanol del 95% al 70%, fueron lavadas con buffer PBS, luego se agregó 

Triton X-100 al 10%en buffer citrato. Por último, se agregaron 50 µL de mezcla de reacción TUNEL, se 

encubaron los cortes histológicos a 37 °C durante 60 minutos en cámara húmeda y luego las muestras fueron 

selladas con cubre objetos y glicerol al 30% para ser analizadas y fotografiadas en un microscopio de 

fluorescencia. 

Se detectaron antígenos rotavirales mediante inmunohistoquímica utilizando sueros hiperinmunes anti-

rotavirus, como anticuerpo secundario fue añadido anticuerpo anti-conejo conjugado con la enzima HRP y 

el sustrato usado para la enzima fue Carbazol. 

 

Figura 8 Degradación del material genético en los tumores infectados con el virus WTEW. Cortes histológicos provenientes de 

los tumores aislados del modelo murino Balb/c Sp2/0-Ag14infectados con el virus WTEW fueron sometidos ensayos de 

inmunohistoquímica contra antígeno rotavirales y TUNEL. (A) porcentaje de células rotavirus y TUNEL positivas. (B) 

fluorescencia media de las fotografías tomadas en el ensayo de TUNEL para cada uno de los seis tumores. (C) imágenes 

representativas de los ensayos de inmunohistoquímica y TUNEL de los seis tumores. 

En los resultados obtenidos se observan porcentajes de células positivas para los antígenos rotavirales entre 

el 40% y el 60% para cada uno de los 6 cortes histológicos provenientes de los tumores extraídos del modelo 
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murino. Por otro lado, el porcentaje de células positivas para el ensayo de TUNEL fue de 1:53.6%, 2: 

49.11%, 3:43.38%, 4:29.21%, 5: 43.47% y 6: 34.67%. Estos valores son cercanos al porcentaje de células 

positivas de la infección por rotavirus (49.61%-59.74%), a excepción de los tumores 4 y 6 cuyos valores 

fueron de 29.21% y 34.67% respectivamente.  

Al superponer las fotografías de los ensayos de inmunohistoquímica y TUNEL se observó una coincidencia 

entre las células positivas para rotavirus y las células positivas para el ensayo de TUNEL. Por último, se 

realizó una cuantificación de la fluorescencia media de las imágenes tomadas de cada uno de los tumores 

para el ensayo de TUNEL, en los cuales se observó un comportamiento no lineal de la fluorescencia media 

de las imágenes al ser comparada con los porcentajes de células positivas para el ensayo de TUNEL. 
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10. DISCUSIÒN 
 

En los últimos años se han intentado encontrar alternativas para el tratamiento contra cáncer con el fin de 

lograr mayor efectividad en las terapias convencionales tales como radioterapia y quimioterapia, además de 

una menor cantidad de efectos adversos causados por estos. Una de las alternativas empleadas para el 

tratamiento contra el cáncer es la viro-terapia oncolítica donde se usa como herramienta la replicación viral, 

la cual necesita una célula hospedadora como medio de replicación del material genético y la presencia de 

las proteínas virales y de membrana celular. Adicionalmente, todos los estudios realizados con virus 

oncolíticos han delimitado las características  que deben ser cumplidas por estos para entrar en la categoría 

de oncolíticos, siendo la primera de estas una selectividad por células tumorales, lo cual significa que el 

virus tenga la capacidad de infectar y replicarse de manera selectiva en las células tumorales sin infectar las 

células normales. Por otro lado, los virus oncolíticos ideales deben tener la capacidad de generar una 

respuesta inmune antitumoral y ser estables genéticamente [119] 

El grupo de investigación de biología molecular de virus de la universidad nacional de Colombia, hizo 

varios aislamientos rotavirales, dentro de estos WTEW, Wt1-5, TRUYO, WMW y Ecwt. Todos mostraron 

un tropismo por células tumorales. Entre los resultados obtenidos, se ha mostrado que la presencia de las 

proteínas de choque térmico Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp40, PDI e integrina αvβ3 localizadas en la 

membrana citoplasmática, facilitan la infección  por rotavirus oncolítico en las líneas celulares U-937, REH 

y Sp2/0-Ag14 [10, 120]. 

 El objetivo principal del presente estudio fue determinar la capacidad oncolítica de rotavirus WTEW en 

tumores alogénicos generados a partir de células Sp2/0-Ag14 en ratones Balb/c. Se tuvo en cuenta como 

antecedente que la cepa viral WTEW infecta y lisa a dicha línea y que era el rotavirus con mayor 

concentración que se tenía al momento de realizar este trabajo. 

En la literatura se reportan distintos medios de inmunosupresión para los modelos murinos de virus 

oncolíticos tales como la inoculación con corticoides o la inmunosupresión por medio de anticuerpos 

monoclonales [28]. Se decidió no tomar los corticoides debido a que el uso de estas moléculas puede inducir 

apoptosis, lo cual sería un interferente para la determinación de la muerte celular inducida por el virus. En 

cambio, la inoculación intraperitoneal de pristan; un antagonista de la proliferación de linfocitos T CD4+ y 

CD8+, no posee un efecto residual sobre el crecimiento tumoral [121, 122, 123] y permitió en este proyecto 

la proliferación de las células tumorales inoculadas en los ratones (Figura 5).  

Respecto al crecimiento tumoral, se observaron diferencias en la tasa de crecimiento de los tumores entre 

los ratones control y los ratones tratados, mas no se observó un efecto de regresión del crecimiento en los 

tumores como ha sido reportado para reovirus en los ensayos in-vivo [28, 124]. Estos resultados sugieren 

que la acción oncolítica del rotavirus observada in-vivo, esta disminuida respecto a lo observado in vitro en 

la línea tumoral. Este comportamiento puede ser debido a que fueron administradas bajas dosis de virus 

intratumoral (3.3x106 UFF/ml=3300 partículas virales, en tres dosis independientes) aunque en la literatura 

reporta para reovirus inoculaciones intratumorales de 5x108 UFF/ml [28]. Adicionalmente, puede jugar un 

papel importante la presencia de anticuerpos por el efecto inmune anti-rotavirus, como ha sido reportado 

para el modelo con reovirus [125, 126].  En este trabajo no se analizó el efecto sinérgico entre la actividad 

anti-tumoral del rotavirus y la del sistema inmune del ratón. Por lo anterior, es necesario en un futuro 

determinar la infiltración de células del sistema inmune en el tumor como NKs, o evaluar la expresión de 

moléculas relacionadas con la respuesta inmune como interferón, citoquinas o interleuquinas, debido a que 
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estos factores podrían potenciar la oncólisis inducida por el rotavirus. Para llevar a cabo lo ensayos 

anteriormente mencionados sería necesario elongar el tiempo del modelo in vivo.  

Teniendo en cuenta que el volumen y el peso tumoral son medidas indirectas de la cantidad de tejido, de las 

células y  de la vascularización de los tumores, los resultados observados mostraron diferencias en el peso 

del tejido tumoral extraído entre los ratones tratados y los ratones control. El peso tumoral en los ratones 

control fue de 6.47 g y 5.3 g, y en los ratones tratados fue de 2.7 g. Por otro lado, en uno de los ratones 

control se observó vascularización prominente del tumor con una arteria ancha que se desprendía de la 

arteria femoral. Los tumores en los ratones tratados con el aislado rotaviral no presentaban  vascularización 

semejante probablemente por la disminución en la proliferación celular.  

Con el propósito de evaluar el ingreso del virus y su replicación al interior de la célula, se realizaron ensayos 

de inmunofluorescencia y ELISA para determinar la presencia de las proteínas no estructurales NSP3 y 

NSP5, ya que estas solo se expresan en la replicación activa del virus y no hacen parte de la estructura física 

de la partícula viral. Estas proteínas se expresan justo después del ingreso del virus al interior de la célula y 

su función es inhibir la traducción de proteínas celulares y la formación del viroplasma respectivamente [45, 

127, 43] (Figura 6). Los resultados indican que hubo expresión de estas proteínas en las células de los 

tumores sugiriendo una replicación activa del virus en el modelo in vivo [128, 129]; aunque para analizar 

cuantitativamente la replicación viral, es necesario realizar ensayos de PCR en los cuales se vea un aumento 

del RNA viral comparando con el RNA inoculado. 

Entre los factores que pueden afectar el resultado en el modelo in vivo, está el atrapamiento del rotavirus en 

la matriz extracelular. Se encontraron, por inmunofluorescencia, antígenos rotavirales en el interior de las 

células al ser permeadas pero a su vez en la periferia de las mismas, lo cual sugiere un atrapamiento del 

virus en la matriz extracelular conduciendo a una baja dispersión de los nuevos viriones. Lo anterior puede 

ser debido a la presencia de proteínas o moléculas que pueden interactuar con el rotavirus, tales como ácido 

siálico contenido en glucoproteínas de la matriz extracelular o integrinas presentes en la superficie de la 

membrana celular [55, 39, 130].  

 Se ha reportado que el rotavirus es capaz de inducir la apoptosis por la vía mitocondrial gracias a la actividad 

de las proteínas no estructurales NSP4 y NSP6, las cuales se ha reportado que tiene la capacidad de provocar 

la liberación de citocromo c de la mitocondria iniciando así la apoptosis por vía intrínseca. Por otro lado, se 

ha reportado una exposición de fosfatidilserina en las células tumorales infectadas con rotavirus, y a su vez 

una degradación del material genético doce horas posterior a la infección con virus tales como el RRV [131]. 

En este trabajo fueron evaluadas las proteínas Cas3, Cas7, Cas9 Bax, Bid Cas8 citocromo C, Smac diablo 

y Bcl2, relacionadas con la muerte celular mediada por la vía intrínseca de apoptosis, la cual ha sido 

reportada para distintas líneas celulares infectadas con cepas rotavirales tales como Caco-2, MA104 y Ht-

29. En las células infectadas con el aislamiento rotaviral WTEW se observó un aumento en la expresión de 

antígenos relacionados con muerte celular y antígenos rotavirales; determinado mediante la cuantificación 

de la intensidad de fluorescencia media, así como un sobrelapamiento entre ellos; observado en las 

inmunofluorescencias [132, 133, 114, 131]. Con reovirus, el efecto citolítico en modelos de xenografia de 

seno in vivo, inoculando 5x109 pfu/50 µl dos veces, se reportó regresión tumoral después de la segunda 

inoculación intratumoral, al día 12 [29] [134]. 

Finalmente, en este trabajo se observó una degradación del material genético de las células tumorales 

medido mediante el ensayo de TUNEL. Lo anterior concuerda con lo reportado en la literatura a y a su vez 
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con los resultados encontrados en el presente estudio, entre los cuales se observó un aumento de los efectores 

finales caspasa 3 y caspasa 7. 
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11. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

11.1 Conclusiones 
 

1. El rotavirus WTEW posee la capacidad de infectar, replicarse, dispersarse (intratumoral y en 

metástasis) y generar señales de muerte celular en las células tumorales Sp2/O-Ag14 en el modelo 

in vivo Balb/c.  

2. Hay baja presencia de anticuerpos anti-rotavirales en los ratones tratados con el virus WTEW. 

11.2 Recomendaciones 
1. Llevar a cabo ensayos del modelo in vivo SP2/O Ag-14 con mayor MOI, con el fin de evaluar 

una posible regresión tumoral. 

2. Cuantificar por RT-PCR los RNA rotavirales en los tumores infectados en el modelo in vivo 

para determinar la replicación viral. 

3. Cuantificar mediadores inflamatorios como  IFNγ, IL-2, Il-4 y TNFα o infiltración linfocitaria 

con el fin de evaluar la respuesta inmune antitumoral mediada por la infección rotaviral en el 

modelo in vivo.  
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12. ANEXO A: Presencia de antígenos 

relacionados con muerte celular e infección 

rotaviral individuales 
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Figure 9 inmunofluorescencia de antigenos rotavirales y antigenos realcionados con muerte celular: Los tumores de los ratones 

infectados y ratones no infectados fueron extraídos posterior a la eutanasia, estos fueron sometidos a ensayos de 

inmunofluorescencia por medio de anticuerpos policlonales para  antígenos rotavirales y anticuerpos monoclonales anti- Bax, Bid, 

citocromo c, Smac, cas9, cas7, cas3 y Bcl2, y se agregaron anticuerpos secundarios conjugados con FITC y Alexa 568, (A) 

porcentaje de células positivas para antígeno relacionado con muerte celular y antígenos rotavirales. (B) fluorescencia media de 

las fotos tomadas. (C)  fotos representativas de cada uno de los tumores analizados por inmunofluorescencia.   
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