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Resumen y Abstract  IX 

 

Resumen 

ANTECEDENTES: El cáncer es un importante problema de salud que plantea un gran 

desafío para los sistemas de atención de salud en todo el mundo. Las herramientas para 

el tratamiento del cáncer han avanzado rápidamente en los últimos años, dando como 

resultado nuevas estrategias terapéuticas alternativas y complementarias al tratamiento 

convencional. 

 

OBJETIVOS: Identificar el potencial oncolítico del rotavirus Wt1-5 adaptado a células 

tumorales y algunos de los receptores de superficie celular utilizados por el rotavirus Wt1-

5 y los marcadores de muerte celular inducidos por la infección en células de leucemia 

linfoblástica aguda de precursores B y células Reh. 

 

MÉTODOS: Se usó el aislamiento de rotavirus Wt1-5 recientemente adaptado a células 

tumorales, para infectar las células de leucemia linfoblástica aguda de precursores B y las 

células Reh. La infección por rotavirus Wt1-5 fue seguida mediante análisis de antígenos 

virales por citometría de flujo. Se evaluaron algunas proteínas de superficie celular como 

posibles receptores y marcadores de muerte celular inducidos por la infección viral. 

 

RESULTADOS: El presente estudio mostró que el rotavirus Wt1-5 fue capaz de utilizar las 

proteínas de la superficie celular como las proteínas de choque térmico Hsp90, Hsp70, 

Hsc70, PDI e integrina β3. El rotavirus Wt1-5 indujo efectos citotóxicos que incluyen 

cambios en la permeabilidad de la membrana celular, alteración del potencial de 

membrana mitocondrial, fragmentación del DNA y activación de la señalización de la 

muerte celular. 

 

CONCLUSIONES PRINCIPALES: Concluimos que el rotavirus Wt1-5 puede ser un 

candidato potencial para ser utilizado como un agente oncolítico y que la apoptosis podría 

ser un mecanismo por el cual Wt1-5 mata las células de leucemia linfoblástica aguda de 

precursores B y las células Reh. 

 

Palabras clave: Rotavirus, Virus oncolíticos; Leucemia linfoblástica aguda; proteínas de 

choque térmico; PDI; Integrina β3. 
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Abstract 

BACKGROUND: Cancer is a major health problem that poses a great challenge to health 

care systems around the world. Current tools for cancer treatment have advanced rapidly 

in recent years, resulting in new alternative and complementary therapeutic strategies to 

conventional treatment.  

 

OBJECTIVES: Work aims to identify the oncolytic potential of rotavirus Wt1-5 adapted to 

tumor cells, in addition, to establish the cell surface receptors and markers of cell death 

induced by rotavirus infection in B- cell acute lymphoblastic leukemia cells and Reh cells. 

We used Wt1 -5 rotavirus isolate recently adapted to tumor cells, to infect the B- cell acute 

lymphoblastic leukemia cells and Reh cells. 

 

METHODS: We assessed rotavirus infection by viral antigens detection through flow 

cytometry analysis. Also, we analyze some cell surface proteins and cell death markers 

induced by viral infection. 

 

RESULTS: The assays showed that rotavirus Wt1 -5 was able to use cell-surface proteins 

such as heat shock proteins Hsp90, Hsp70, Hsc70, PDI, and β3 integrin. Rotavirus Wt1-5 

induced cytotoxic effects including changes in cell membrane permeability, alteration of 

mitochondrial membrane potential, DNA fragmentation, and activation of cell death 

signaling. 

 

MAIN CONCLUSIONS: We conclude that rotavirus Wt1 -5 may be a potential candidate to 

be used as an oncolytic agent. This rotavirus could induce apoptosis as a cell death 

mechanism in B- cell acute lymphoblastic leukemia cells and Reh cells. 

 

Keywords: Rotavirus; Oncolytic viruses; Acute lymphoblastic leukemia; heat shock 

proteins; PDI, Integrin-β3. 
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Introducción 
 
El cáncer es un importante problema de salud pública que representa un desafío 

importante para los sistemas de atención en salud en todo el mundo. Actualmente es la 

segunda causa de muerte en la estadística global y es superado tan solo por las 

enfermedades cardiovasculares (1). La leucemia linfoblástica aguda (LLA) es una 

transformación maligna y una proliferación de células progenitoras linfoides en la médula 

ósea, la sangre y los sitios extramedulares (2). El 80% de leucemias ocurre en niños, 

siendo la LLA la neoplasia más común en pacientes pediátricos, mientras que en la edad 

adulta la LLA es la segunda leucemia aguda más común y representa una enfermedad 

devastadora (3). Las tasas generales de curación para la LLA infantil han mejorado a lo 

largo de los años y las tasas de supervivencia actuales varían entre el 75% y el 85% en 

los pacientes tratados en países de altos ingresos. Por el contrario, en los países de bajos 

ingresos, las posibilidades de curación son menores (4, 5).  La quimioterapia es el principal 

tratamiento convencional de las leucemias y se divide en las fases de inducción, 

consolidación y mantenimiento a largo plazo (6), incluye  medicamentos que bloquean la 

división celular como los corticosteroides o vincristina, agentes antimetabolitos como 

methotrexate o citarabina, agentes alquilantes del DNA como la ciclofosfamida y 

antraciclinas como la daunorrubicina o doxorrubicina (2, 6). En general, estos 

medicamentos tienen una alta toxicidad y efectos secundarios importantes (7, 8). El 

tratamiento con estos agentes logra el control de la enfermedad en un alto porcentaje de 

pacientes; sin embargo, las recaídas siguen siendo un desafío importante en el manejo de 

las neoplasias hematológicas.  

 

Con el propósito de mejorar el tratamiento de las neoplasias, las terapias para el cáncer 

evolucionan constantemente y los investigadores se mantienen en busca de nuevas 

estrategias complementarias a la quimioterapia, radioterapia o cirugía. Estos avances han 

permitido la implementación de terapias como los microRNA (miRNA) (9, 10), los pequeños 

RNA interferentes (siRNA) (11, 12), inmunoterapia (13), quimioterapia basada en la 

señalización celular (14) y la viroterapia  (15, 16). Para que un virus sea candidato a 

convertirse en una terapia efectiva contra el cáncer debe cumplir varios criterios tales como 

una replicación selectiva dentro de las células cancerosas, tener la capacidad de 

diseminarse dentro de los tejidos tumorales, no infectar células y tejidos normales, no ser 

patógeno para los humanos, e idealmente debe poder ser manipulado genéticamente para 

mejorar su seguridad y eficacia (17). Los principales virus oncolíticos que se emplean 

actualmente incluyen el adenovirus, virus Herpes simplex (HSV), sarampión, vaccinia, 

reovirus y virus de la enfermedad de Newcastle (NDV) (18). Varias características de las 

células neoplásicas las hacen más susceptibles a los virus oncolíticos cuyo tropismo para 

estas células depende de la maquinaria de transcripción y vías de señalización tumorales 

(19, 20). Una de las mayores dificultades para la aplicación exitosa de la viroterapia 

oncolítica ha sido la capacidad  para administrar el virus específica y eficientemente al 

tumor (20).  Una de las estrategias que se abordan para dar solución a esta limitante es la 

selección de las células neoplásicas mediante la expresión de receptores de membrana 
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específicos, debido a que el ingreso del virus oncolítico al interior de la célula tumoral 

depende de la unión de proteínas virales a receptores de la superficie celular. 

Generalmente estos receptores están sobre expresados en algunas células tumorales pero 

ausentes en las células normales y son específicos de cada virus oncolítico (21).  

 

Diferentes estudios han mostrado que el rotavirus posee tropismo por células que expresan 

proteínas de la familia de las integrinas como la αVβ3 (22, 23), α2β1 (24, 25), αIVβ1 (26, 

27),  Hsc70 (28-30)  y PDI (31-33) en la superficie de la membrana citoplasmática. 

Adicionalmente, varios ensayos han documentado una expresión elevada de proteínas de 

choque térmico (HSPs), integrinas como la αVβ3 y PDI en la membrana citoplasmática de 

células neoplásicas. Estas proteínas desempeñan un papel importante en la 

carcinogénesis a través de la regulación de la angiogénesis, la proliferación celular, la 

migración, control de vías apoptóticas, resistencia a algunos medicamentos contra el 

cáncer y la metástasis en tumores de pulmón, cerebro, próstata, mama, así como en 

sarcomas y algunos linfomas. Además, estas proteínas tienen un potencial uso clínico 

como biomarcadores para el diagnóstico y pronóstico del cáncer, así como también como 

objetivos terapéuticos (34-36). En células normales las proteínas HSPs, αVβ3 y PDI se 

expresan a niveles muy bajos o no se expresan. Recientemente hemos mostrado que 

varios aislamientos de rotavirus adaptados son capaces de replicarse con éxito e inducir 

muerte celular en algunas líneas de células tumorales que tiene una expresión de estas 

proteínas en la membrana citoplasmática (37). 

 

En el presente estudio, determinamos el potencial efecto oncolítico del rotavirus Wt1-5 

adaptado en la línea celular Reh de leucemia linfoblástica aguda humana. Nuestros 

resultados muestran que el rotavirus Wt1-5 pudo infectar, replicarse y lisar las células Reh. 

La inoculación con el rotavirus Wt1-5 adaptado genera efectos citotóxicos sobre la línea 

tumoral, observando cambios en la integridad de la membrana, en el potencial de 

membrana mitocondrial, fragmentación de DNA y la activación de señales relacionadas 

con muerte celular dependiendo de la concentración del inoculo viral.  Adicionalmente, se 

encontró una participación de las proteínas de membrana citoplasmática Hsp90, Hsp70, 

Hsc70, αVβ3 y PDI durante el proceso de entrada el rotavirus a la célula. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

1. Capítulo 1. Estado del arte 

 

La siguiente conceptualización engloba los elementos más notables para el desarrollo de 

nuestro proyecto. No se busca agotar el tema, puesto que es excesivamente extenso, y 

resultaría inoficioso recoger la totalidad de conceptos expresados en relación a los mismos. 

Considerando lo anterior, la revisión se orienta a describir los aspectos  más relevantes en 

relación a los virus oncolíticos, el rotavirus, las proteínas de choque térmico, PDI, integrina 

β3 y la leucemia linfoide aguda en la población pediátrica.  

 

1.1 Virus oncolíticos 
 

A los virus se les conoce como agentes acelulares microscópicos y patológicos que no son 

retenidos por los filtros habituales para bacterias ya que poseen un tamaño de entre 10-

300 nm, carecen de actividad metabólica propia y no pueden auto-replicarse por lo cual 

requieren una célula hospedadora a la cual infectan e invaden con su DNA o RNA para 

luego sintetizar nuevas proteínas virales y así incrementar la progenie viral (38). Durante 

el proceso infeccioso de los virus se generan una diversidad de eventos que conducen a 

la disminución de la viabilidad celular. Dentro de estos se encuentran la apoptosis, la 

necrosis y la lisis celular; a todos estos fenómenos se les conocen como efectos citotóxicos 

y están asociados a la patogenicidad generada por los virus. Con base en estas 

características, surge la idea de emplear los virus con fines terapéuticos en células 

neoplásicas, denominados virus oncolíticos (OV) o virus que selectivamente infectan y se 

replican en células neoplásicas pero que no infectan a las células del tejido normal (39). 

Aunque la idea de emplear virus como terapia contra el cáncer no es nueva, data de 1912, 

solo hasta los años 90s se retomaron esfuerzos para re-investigar la hipótesis 

anteriormente formulada respecto a si los virus pueden ser utilizados para destruir células 

tumorales gracias a la versatilidad del genoma viral y a la capacidad de realizar 

modificaciones a los mismos, para así lograr un efecto citotóxico especifico en las células 

de cáncer (40, 41). Algunos de estos virus son cepas naturalmente atenuadas, tales como 

cepas de reovirus o virus vesiculomatosos, que infectan efectivamente o se replican 

selectivamente en células de cáncer. Otros virus han sido genéticamente modificados para 

dirigir sus efectos oncolíticos o disminuir su carácter patológico natural como el caso del 

virus herpes simple (HSV) tipo 1 o el adenovirus (Ad) (39). 
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Independientemente de las modificaciones genéticas a las que se sometan los virus y las 

estrategias terapéuticas que se diseñen, el objetivo primordial siempre será lograr la lisis 

o muerte celular exclusivamente en tejidos tumorales, producto de la replicación de los 

virus oncolíticos  Ilustración 1. La selectividad de los virus oncolíticos hacia las células de 

cáncer parece ocurrir durante la infección o durante la replicación principalmente. 

Entonces, virus con tropismo selectivo hacia el tejido tumoral pueden ser creados 

modificando las proteínas virales que reconocen receptores celulares específicos, 

permitiendo que el virus ingrese selectivamente en las células  tumorales. La replicación 

selectiva puede ser creada modificando los genes virales que se requieren para una 

eficiente replicación en la célula blanco (39). 

 

Ilustración 1. Mecanismo de oncolisis selectiva. 

 

Tomada de: Cervantes-García, D., Ortíz-López, R., Mayek-Pérez, N., Rojas-Martínez, A. (2008). Oncolytic virotherapy. 

Annals of Hepatology, 7 (1), 34-35. (42) 

 

La seguridad y eficiencia de los virus oncolíticos fue ampliamente debatida y estudiada en 

el periodo de 1904-1980, durante este espacio, pacientes con cáncer fueron inoculados 

con muchas cepas de virus vivos atenuados, incluyendo el virus de la rabia, virus de la 

parotiditis, adenovirus, virus de la enfermedad de Newcastle, el virus de la influenza entre 
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otros (43, 44). En estos ensayos los efectos terapéuticos de la estrategia oncolítica fueron 

bien establecidos y se informó la regresión tumoral en pacientes con cáncer cervical 

después de la vacunación con el virus de la rabia y remisión en pacientes con linfoma de 

Burkitt y Hodgkin después de sufrir de sarampión (45, 46). En los años 20s-40s, dentro de 

los ensayos históricamente descritos respecto al uso de los virus para tratamiento del 

cáncer y su evaluación en modelos animales, se reportó la lisis tumoral por el virus de la 

enfermedad de Newcastle y el virus de la influenza (47, 48). Una década más tarde, se 

emplearon diversos serotipos de adenovirus silvestres (Wild type Ad) para el tratamiento 

de cáncer cervical. En estos ensayos, aunque hubo regresión de varios tumores sin causar  

toxicidad en más de la mitad de los individuos,  se observó progresión de la enfermedad 

en todos los pacientes (49). Justamente la ausencia de actividad  antitumoral duradera por 

parte de los virus se reflejó en otros experimentos en humanos durante ese tiempo e hizo 

que los investigadores abandonaran este modo de terapia (50). Para aquel entonces, la 

virología se encontraba en su primera infancia sin contar con la tecnología ni el desarrollo 

del conocimiento suficiente para proseguir con los análisis. Hoy en día, gracias a los 

avances en la biología tumoral, la biología molecular y la virología molecular, el estudio de 

los virus oncolíticos ha sido retomado. En la Tabla 1. se enumeran los virus que son 

actualmente evaluados como virus oncolíticos.  

 
Tabla 1. Virus actualmente implementados en terapia contra el cáncer. 

Virus DNA 

Genoma Familia Genero Especie/Cepa/Vector 

ds Adenoviriae Mastadenovirus Ad serotipo 5 y algunos derivados de hallazgos 
experimentales  y ensayos clínicos. 

Aviadenovirus Vector de replicación deficiente CELO. 

Atadenovirus El adenovirus Ovino tipo 7 vector OAdV623 y OAdV220. 

Asfarviridae n.f.  

Herpesviridae Simplexvirus Varios vectores competentes en la replicación silvestres y 
modificados en el laboratorio, cepa experimental humana SV-

1. Vector competente en la replicación HSV-2 

Rhadinovirus Vector competente en la replicación  basado en el HSV bobino 
tipo 4. 

Varicellovirus Vector competente en la replicación psudorabia. 

Iridoviridae n.f.  

Papillomaviridae n.f.  

ds/ss Polyomaviridae Polyomavirus Vector deficiente en la replicación SV40. 

Poxviridae Orthopoxvirus Vector deficiente en la replicación basado en Vaccinia cepa 
WR y Wyeth. 

Leporipoxvirus Vector competente en la replicación basado en Mixomavirus. 

Yatapoxvirus Vector competente en la replicación basado en el virus de la 
enfermedad de Yaba 

HepDNAaviridae n.f.  

Circoviridae n.f.  

Parvoviridae Parvovirus Parvovirus de roedores Vivo autónomo H-1. 

Dependovirus Vector defectivo en la replicación basado en varios serotipos 
de adenovirus asociados. 
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ss Rabdoviridae Respirovirus Vector deficiente en la replicación basado en Virus Sendai. 

Rubulavirus Virus vivo de la parotiditisen fase experimental y ensayos 
clínicos para tratar cáncer de ovario.  Vector no oncolítico 
deficiente en la replicación basado en Virus simiano tipo 5. 

Vesiculovirus Virus vivo atenuado de la estomatitis vesicular y derivados 
recombinantes. 

Arteviridae n.f.  

Coronaviridae Coronavirus Actividad Oncolítica In vitro de replicación retardada basado 
en coronavirus felino y virus de la hepatitis murino. 

Flaviviridae *  

Nodaviridae n.f.  

Picornaviridae Enterovirus Ecovirus vivo tipo 1. Coxsackie virus A21 vivo. Poliovirus Tipo 
1. Enterovirus bobino. 

No asignado Virus del Valle de Seneca vivo SVV-001 en ensayo clínico. 

Togaviridae Alphavirus Virus Sindibis y virus Sindibis vivo atenuando 

Retroviridae Gamaretrovirus Virus competente y deficiente en la replicación MoMLV, en 
ensayos clínicos. 

Lentivirus Vector deficiente en la replicación basado en HIV-1 

Spumavirus Vector competente en la replicación basado en el virus Foamy. 

Virus RNA 

Genoma Familia Genero Especie/Cepa/Vector 

ds Birnviridae n.f.  

Reoviridae Orhtoreovirus Reovirus vivo tipo 3 cepa T3D en ensayos clínicos. 

ss Arenaviridae *  

Bornaviridae n.f.  

Bunyaviridae *  

Fitloviridae n.f.  

Orthomyxoviridae Virus de la influenza 
A 

Virus de la Influenza tipo A competente en la replicación con 
deleción de NS1. 

Paramyxoviridae Avulavirus Virus de la enfermedad de Newcastle atenuado 73T, PV701 y 
MTH-68/H. 

 Morbilivirus Vector competente en la replicación vasado en varias cepas 
de virus del sarampión. 

Astroviridae n.f.  

Caliciviridae n.f.  

 

Tomado de Markus J.V. Va’ha’-Koskela, Jari E. Heikkila, Ari E. Hinkkanen. (2007) Mini-

review Oncolytic viruses in cancer therapy. Cancer Letters 254. 178-216. (51) 
 

Convenciones:  

n.f. = no found. Los datos usados para los miembros de esta familia de virus que son empleados en el tratamiento del 

cáncer no se pudieron encontrar en PubMed utilizando combinaciones de la familia del virus, especie, raza o nombre del 

vector y las palabras clave tales como cáncer, viroterapia oncolítica, tumoral e intratumoral. 

 

* = Una multitud de diferentes virus se han utilizado en estudios para tratar tumores en modelos animales, pero no se han 

desarrollado como virus oncolíticos. Se han informado de hasta 16 virus diferentes de la familia Arenaviridae, 

Bunyaviridae, flaviviridae, Reoviridae y familias Togaviridae con eficacia como virus empleados en el tratamiento de 

sarcoma y en tumores de Erlich en ratones. Hasta donde sabemos, ninguno de estos virus, con excepción de los virus de 

Sindbis, se han desarrollado para viroterapia. 

 

ad = Adenovirus 

 

ds = Double strand  (hebra doble)  

 

ss = Single strand (hebra única) 
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1.1.1 Virus oncolíticos de DNA seleccionados en el laboratorio y utilizados en la 

clínica 

 

La habilidad que tienen los virus para lisar células humanas fue usada para tratar el cáncer 

en el siglo pasado, pero se abandonó debido a la toxicidad (52). Con la tecnología 

recombinante, se mejoraron genéticamente y su seguridad incrementó, porque la  

selectividad hacia células tumorales aumentó, como se demostró en  1991 con el herpes 

simple tipo 1 (HSV-1) en un modelo experimental de glioma (40). Cinco años después, se 

creó el adenovirus Onyx-015, primer virus oncolítico creado para experimentar en 

tratamientos clínicos de pacientes con cáncer (53, 54). 

 

 Virus herpes: El herpes virus-1 (HSV-1) es un virus envuelto de doble hebra lineal 

de DNA, con un genoma de 152 kb que codifica más de 80 genes. 

Aproximadamente la mitad de los genes son necesarios para la replicación del 

virus. El genoma de este virus está compuesto por un segmento largo (UL) y 

segmento corto (Us) que son flanqueados por repeticiones invertidas (55). La 

infección puede ser lítica o latente. Durante la infección lítica, los genes del virus 

son expresados temporalmente en una cascada regulada consistente en tres fases, 

designada alfa, beta y gama. Tienen gran habilidad para replicarse en tejido 

neuronal, por esto, el HSV oncolítico fue primero probado en pacientes con glioma 

maligno. Entre 1997 y 1999, dos grupos realizaron la fase I para tratamiento. 

Analizaron la dosis, la seguridad del tratamiento y la replicación selectiva del virus 

HSV-1716 Y G207 en el tratamiento de tumores malignos en el cerebro (55). 

 

 Adenovirus: El primer virus estudiado en tratamiento clínico es el adenovirus 

ONYX-15 y cuenta con 18 publicaciones  en fase I y fase II en tratamientos clínicos, 

que comenzaron en 1996. La estrategia ha puesto empeño en demostrar la 

seguridad de la administración intratumoral, seguido por instalación intracavitaria 

(intraperitoneal), infusión intra-arterial (arteria hepática), y finalmente la 

administración intravenosa sistémica. Se han desarrollado estudios donde 

participaron solamente pacientes con cáncer incurable, una vez se demostró su 

seguridad, se estudió en pacientes con condiciones pre malignas.  Como 

consecuencia de los resultados clínicos, ONYX-015 actualmente se somete a 

ensayos clínicos en combinación con quimioterapia (53). 
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1.1.2 Virus oncolíticos de RNA seleccionados en el laboratorio y utilizados en la 

clínica 

 

 Reovirus: Reovirus pertenece a la familia Reoviridae, la cual se divide en 6 

géneros Orthoreovirus, Colitivirus, Orbivirus, Fijivirus, Cypovirus y Rotavirus. Todos 

estos virus tienen una variedad de tropismos (animales, plantas, e insectos). (56) 

El reovirus es relativamente no patógeno en los seres humanos, a diferencia del 

rotavirus. En 1959, Sabin acuñó el nombre de reovirus como un acrónimo que 

significa no patogénico (57). 

 

El potencial del Reovirus y su conexión con el cáncer comenzó en 1977, cuando Hashiro 

et al., documentaron la susceptibilidad de células transformadas a la replicación de 

reovirus y encontró que las células sin transformar “normales “eran  resistentes al virus 

(58). Más tarde se reportó que al infectar con reovirus a células WI-38,  que  normalmente 

no son susceptible a reovirus, junto con  “antígeno T mayor de SV-40” el reovirus si se 

replicaba (59). Aunque estos estudios insinuaban el potencial oncolítico del reovirus, el 

mecanismo de la sensibilidad celular al reovirus permaneció ambiguo por mucho tiempo. 

Recientemente, el reovirus tipo-3 ha sido investigado como un agente oncolítico contra una 

variedad de cánceres humanos (60). El potencial oncolítico de reovirus también se está 

investigando en tratamientos clínicos (http://www.oncolyticsbiotech.com). Estos estudios 

han revelado que todos los reovirus infectan células cancerosas, sin afectar las células 

normales (61, 62). Se ha propuesto que los reovirus requieren una vía de Ras activa, que 

es una vía de señalización para mediar oncólisis (63-65). Sin embargo, otros estudios han 

demostrado que la vía Ras activa por sí sola no tiene control sobre susceptibilidad de las 

células para infección de reovirus (66-68). El tratamiento de la fase I con reovirus 

(Reolysin®) en tumores sólidos cutáneos con inyecciones en la parte lesionada ha sido 

conducido por un grupo canadiense (69) y el virus no causa ninguna toxicidad en la 

dosificación (55). Los ensayos clínicos que se han hecho se presentan en la Tabla 2 y 3. 

 

Tabla 2. Virus usados actualmente en ensayos clínicos. 

Nombre Cepa Alteración genética Enfermedad Fase 

ONYX-015 
Quimera Adv 

2/5 
Deleción en el gen E1B 

Cáncer de cabeza y cuello. 

Cáncer de ovario 

Tumor primario y secundario de 

Hígado 

II-III 

I 

I-II 

 

http://www.oncolyticsbiotech.com/
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Cáncer de Páncreas I 

CV706 Adv 5 

Regulación del gen E1A 

con el promotor PSA, 

Deleción del gen E3 

Cáncer de Próstata (confinado al 

órgano) 
I-II 

CV787 Adv 5 

Regulación del gen E1A 

con el promotor de 

Probasin. Y regulación 

del gen E1B con el 

promotor PSA. 

Cáncer de Próstata (confinado al 

órgano y metástasico) 
I-II 

G207 HSV-1 

Inserción de Lac Z dentro 

de gen ICP6, deleción de 

los genes σfγ134.5 

Glioma Maligno I-II 

NV1020 HSV-1/HSV-2 

Deleción de tk 700 bp + 

deleción de 15 kb en la 

región que contiene una 

copia exógena del gen tk 

controlado por el 

promotor de HSV-1 α4. 

Carcinoma Colorrectal 

Metástasis Hepáticas 
I 

Vaccina-GM-

CSF 
Vaccinia 

Inserción de GM-CSF y 

del gen Lac Z dentro de 

locus vital TK. 

Melanoma I-II 

PV701 NDV Naturalmente atenuado Tumores sólidos avanzados I 

 

Modificada de Fountzilas, C., Patel, S., & Mahalingam, D. (2017). Review: Oncolytic virotherapy, updates and future 

directions. Oncotarget, 8(60). doi:10.18632/oncotarget.18309 (42) 

 

Tabla 3. Ejemplos de ensayos clínicos para viroterapia oncolítica. 

Vector 

oncolítico 
Tumor objetivo Dosis Efectos adversos Efectos terapéuticos 

Reolysin Diversos 
1 x 10⁷ a 1 x 10⁹ pfu 

intratumoral. 

Síntomas similares a 

resfriado, dolor de cabeza, 

dolor y fatiga 

Remisión Completa en 

11 % de pacientes 

H101 Diversos 
5 x 10₁₁ vp durante 

días.  Intratumoral. 

Fiebre, dolor en el lugar de 

aplicación, algunos 

eventos de disfunción 

Hepática y síntomas 

similares a resfriado 

/% de pacientes con 

respuesta completa y 

24% con respuesta 

parcial 

CG7870 

Metastásicos 

Cáncer de próstata 

refractario 

1 x 1010 a 1 x 1012 vp 

Intravenosos. 

Síntomas similares a 

resfriado 

Disminución  de los 

niveles de PSA en 

suero de 24% al 49% 

en 22% de los 

pacientes 
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Adaptado de Cervantes-García, D., Ortíz-López, R., Mayek-Pérez, N., Rojas-Martínez, A. (2008). Oncolytic virotherapy. 

Annals of Hepatology, 7 (1), 34-35 (42). 

1.1.3 Consideraciones a tener en cuenta según “the international conference on 

harmonisation of technical requirements for registration of pharmaceuticals for 

human use (ich)” para el diseño de terapias contra el cáncer basadas en virus 

oncolíticos (emea/chmp/ich/607698/2008) 

 

La ICH es una organización internacional que se ha encargado de sugerir unas 

consideraciones y pasos a tener en cuenta cuando se inicia un trabajo con un virus 

buscando utilizarlo como agente oncolítico (70). Estos importantes aspectos se describen 

a continuación.   

 

1.1.3.1 Selectividad 

 

Antes de ser usados en estudios clínicos con pacientes, se debe demostrar la selectividad 

replicativa de los virus oncolíticos en células tumorales mediante la ejecución de ensayos 

in vitro con líneas celulares permisivas y no permisivas que incluyan la caracterización de 

la citotoxicidad y/o lisis celular. Es posible que existan dificultades o limitaciones 

relacionadas con este proceso, por lo cual inicialmente se pueden usar cultivos elaborados 

a partir de explantes de tejidos humanos normales y de tumores.   

Por otra parte, aunque la selectividad también puede ser demostrada en estudios in vivo 

no clínicos, siempre hay que tener en cuenta que este aspecto no representa una medida 

directa del potencial antineoplásico de los virus oncolíticos. Por lo tanto, para posibilitar su 

uso como agente anticancerígeno, se deben realizar ensayos que arrojen cualquier 

evidencia de actividad biológica relacionada con la propagación viral en la masa tumoral.  

 

1.1.3.2 Variantes moleculares 

 

La caracterización de cada uno de los virus oncolíticos incluye la verificación de la 

existencia de sus correspondientes variantes moleculares, de las cuales se deben tener 

en cuenta las que resultan de la replicación selectiva o del perfil oncolítico. La naturaleza 

y la cantidad de variantes determinan la estrategia experimental a seguir para su selección, 

evaluando la estabilidad genética de los vectores antineoplásicos.  

 

1.1.3.3 Selección de modelos animales y limitaciones asociadas a ellos  
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Para la selección de un modelo animal no sólo se debe tener en cuenta el propósito del 

estudio, sino también el tropismo viral, la infectividad, la capacidad de replicación, el 

potencial citopático y el efecto antitumoral del virus oncolítico. Son igualmente útiles para 

pruebas no clínicas las especies que no desarrollan neoplasias y los animales singénicos, 

o los portadores de tumores xenotransplantados, a pesar de que los factores limitantes 

incluyan susceptibilidad a la infección y al ciclo viral, además de la inhabilidad para 

controlar la respuesta inmune. 

 

1.1.3.4 Farmacología-prueba de concepto (POC) 

 

La POC consiste en evaluar los aspectos relacionados con la bioactividad, el potencial 

mecanismo de acción y el perfil farmacológico de los virus oncolíticos, es decir, que su 

capacidad para inducir los efectos biológicos deseados in vivo sea verificable. Para tal 

efecto, los estudios correspondientes deben contribuir a establecer la justificación científica 

para la administración de este tipo de vectores en una población específica, abordando su 

factibilidad biológica para ser usado en el cáncer a tratar, lo cual incluye su selectividad 

replicativa y su consecuente actividad antitumoral.  Adicionalmente, la importancia de estos 

estudios radica en que ayudan a: (1) Definir un intervalo de dosis farmacológicamente 

activas, estableciendo una que sea óptima y otra mínimamente efectiva, (2) Definir una 

ruta potencialmente adecuada para el suministro de un determinado virus oncolítico, y (3) 

Fijar un esquema de dosificación para las fases iniciales de los respectivos ensayos 

clínicos.  

 

1.1.3.5 Biodistribución 

 

Los estudios de biodistribución en animales implican analizar la propagación de los virus 

oncolíticos en los órganos blanco y en los que no lo son, para lo cual se pueden aplicar 

ensayos detectando proteínas virales (Inmunocitoquímica), o sondas que identifiquen 

ácidos nucleicos virales. También se recomienda emplear un método sensible como el de 

la reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa  (qPCR).  

 

1.1.3.6 Consideraciones para la excreción viral  

 

La excreción viral se define como la propagación de virus oncolíticos a través de 

secreciones y/o excreciones de los pacientes. De aquí surge como un motivo de 

preocupación el hecho de que un manejo terapéutico inadecuado de estos vectores pueda 
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desencadenar transmisión de humano a humano que puede ser, por decirlo de alguna 

forma, biológicamente inoportuna, debido a la generación de inmunidad contra el virus 

oncolítico. 

  

Por esta razón, la evaluación de la excreción viral en animales es clave para orientar el 

plan de seguimiento clínico de la actividad terapéutica de un virus oncolítico. La 

información que esté disponible al respecto es una gran ayuda en este sentido, y en 

especial, para la vigilancia de una potencial manifestación notable de efectos secundarios 

a largo plazo, tanto en estudios clínicos como en no clínicos. 

 

1.1.3.7 Toxicología y estudios de seguridad terapéutica 

 

El perfil de expresión de transgenes (si están presentes), y el de biodistribución y 

persistencia de los virus oncolíticos, orientan con frecuencia la duración de los 

correspondientes estudios toxicológicos y la fijación de los intervalos de tiempo para el 

sacrificio de los animales. Ante esta situación, que puede ser bastante variable, la 

evaluación toxicológica de este tipo de vectores debe ser lo suficientemente exhaustiva 

para identificar, caracterizar y cuantificar el potencial de toxicidad local y sistémica posterior 

al suministro viral. 

 

Adicionalmente, las especies animales, la ruta y el procedimiento de suministro viral, el 

intervalo de dosis potencialmente terapéuticas y el régimen de dosificación establecidos a 

partir de la correspondiente POC deben guiar el diseño de los respectivos estudios 

toxicológicos. En vista de que de lo anterior puede depender la toxicidad de los virus 

oncolíticos, se debe limitar en la mayor medida posible el escenario clínico pretendido en 

el largo plazo, de tal manera que los resultados medidos incluyan los efectos tóxicos 

agudos y crónicos, al igual que su reversibilidad, toxicidad retrasada, mutagénesis de 

inserción y cualquier relación dosis-respuesta.  

 

Sumado a lo anterior, se debe considerar la posible transmisión de la línea germinal de 

vectores de terapia genética para controlar el riesgo de integración inadvertida. Entonces, 

las pruebas toxicológicas requerirán reflejar las características biológicas de los virus 

oncolíticos, incluyendo su potencial de replicación, su infectividad en células y tejidos 
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normales, y una ocasionalmente indeseable respuesta inmune antiviral y/o contra la 

activación de transgenes.  

1.1.3.8 Estudios de buenas prácticas de laboratorio (BPL) 

 

Los criterios de valoración de seguridad son a menudo obtenidos a partir de ensayos 

realizados con animales portadores de tumores, de los cuales pueden resultar situaciones 

únicas del cuidado animal. Para algunos estudios que emplean métodos especializados 

de prueba puede resultar difícil cumplir plenamente las BPL, haciéndose más evidente esta 

situación si las leyes regionales exigen su cumplimiento. 

 

1.1.3.9 Estudios clínicos 

 

La necesidad de realizar estudios que indiquen la dosis a usar en un paciente es 

importante, lo cual determina un nivel de dosis inicial seguro. Aunque es posible que los 

datos de la dosificación animal no proporcionen adecuada información de seguridad, una 

estrategia usada frecuentemente para establecer la ruta de suministro apropiada ha sido 

seguir un enfoque por etapas, comenzando por la inyección intratumoral, pasando luego 

por la administración regional o local, para después trascender hacia la inoculación 

sistémica.  

Una vez seleccionada una ruta de suministro segura, esta debe ser justificada, al tiempo 

que se debe tener en cuenta el potencial de replicación del virus oncolítico en tejidos que 

no son su objetivo. De lo contrario, debe existir un plan de seguimiento clínico que 

considere los parámetros regionales disponibles o que se puedan encontrar en rigor.  

 

1.1.3.10 Farmacocinética, farmacodinamia y actividad biológica 

 

Tanto la PCR como los ensayos de infectividad han sido usados para monitorear la 

proliferación de los virus oncolíticos, lo cual se debe realizar con suficiente frecuencia y 

duración para detectar un eventual pico secundario de cantidad de vectores en la sangre 

después de la administración como un potencial indicio de replicación viral en cualquier 

tejido permisivo. Otros enfoques pueden ser usados para vigilar el ciclo viral de este tipo 

de partículas, dentro de los que se incluyen los niveles de algún marcador viral o la 

actividad de un transgen en especial. Para tal efecto, también se puede considerar el uso 

de un transgen que no sea terapéutico como marcador siempre y cuando sea 
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adecuadamente justificado. Independientemente de la dificultad que exista al medir la 

presencia y/o distribución de los virus oncolíticos en una masa tumoral, resulta ser de gran 

utilidad la información que se obtiene de la patología neoplásica en la medida en que sea 

posible practicar previamente una resección o una biopsia.  

 

1.1.3. 11 Bioseguridad 

 

Es importante que al administrar tratamientos basados en virus oncolíticos se sigan las 

precauciones habituales para el manejo de material infeccioso y las pautas de bioseguridad 

o sus equivalentes. También se deben seguir las regulaciones emitidas por las entidades 

competentes, los países, los estados, y las localidades. Generalmente, como parte del 

protocolo clínico, todas las autoridades reguladoras establecen la necesidad de usar 

algunas formas de barrera protectora durante la duración de los correspondientes ensayos 

clínicos como una medida estándar para evitar la transmisión persona a persona.  

Para la preparación de dichos ensayos y de la evaluación de métodos de detección, los 

estudios no clínicos de excreción viral pueden ser útiles. Obviamente, es aconsejable 

integrar el monitoreo de propagación de virus oncolíticos al plan de desarrollo clínico, dado 

que las consecuencias de la transmisión a otras personas pueden no ser bien entendidas, 

lo que naturalmente obliga a tomar precauciones para minimizar la exposición del personal 

de asistencia médica, miembros de la familia y otros contactos de los pacientes.  

 

Igualmente, se debe tener en cuenta el hecho de minimizar la exposición de personas 

inmunocomprometidas o inmunosuprimidas, así como la de otras poblaciones 

potencialmente afectables. De manera complementaria, puede ser apropiado instruir al 

paciente y a los miembros de la familia sobre cómo podrían ayudar a reducir el riesgo de 

transmisión persona a persona después del suministro ambulatorio y en la vida diaria, lo 

cual puede incluir la asesoría para el uso de medidas específicas de saneamiento.  

 

1.2 Rotavirus 
 

1.2.1 Características generales de los rotavirus 
 

El rotavirus pertenece a la familia Reoviridae, el término rotavirus proviene del latín rota 

por su apariencia de una rueda de carreta; se caracteriza por presentar simetría 

icosaédrica, con un diámetro promedio de 75nm y no posee envoltura lipídica. El genoma  
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se encuentra protegido por tres capas proteicas concéntricas en las cuales se encuentran 

distribuidas las diferentes proteínas estructurales como se observa en la Ilustraión 2, así: 

en la capa más externa se encuentran por las proteínas estructurales VP4 y VP7, que 

permiten la clasificación por serotipos de acuerdo con las especificaciones antigénicas de 

estas proteínas, la capa media está formada por la proteína VP6 y en la capa interna VP1, 

VP2 y VP3. Además posee seis proteínas no estructurales (NSP1 - NSP6). Cuenta con 60 

espículas extendidas en la superficie de la capa externa. Los capsómeros de la capa 

interna se proyectan a la periferia dando la apariencia circular “rueda”. El core tiene una 

apariencia hexagonal con unos 37nm de diámetro. Los rotavirus infectan las células 

epiteliales del intestino delgado, en donde se replican y producen citolisis (71).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ilustración 2. Características estructurales de los rotavirus. (A) Corrido electroforético de los 11 

segmentos de dsRNA que constituyen el genoma rotaviral. (B) Modelo construido a partir de crio-Microscopía Electrónica 

(crio-EM) de una partícula de triple capa proteica (TLP). La proteína VP4 en forma de espiga está coloreada en naranja y la 

capa proteica de VP7 en amarillo. (C) Un corte de la TLP permite observar las capas internas: proteína VP6 en azul y VP2 

en verde, además de las enzimas transcripcionales VP1 y VP3 en rojo e incrustadas en VP2 con un plegamiento de 5 ejes. 

(D) Esquema de la organización del genoma rotaviral, los segmentos están representados como espirales cónicas invertidas 

alrededor de las enzimas transcripcionales. (E y F) Modelo construido a partir de crio-EM de una partícula de doble capa 

proteica (DLP) en proceso de transcripción, en el que simultáneamente se liberan los transcriptos de mRNA por los canales 

localizados en los vértices de los cinco ejes del icosaedro de la DLP.  Tomado de  Estes MK, Graham DY (1985) Rotavirus 

antigens. Adv Exp Med Biol 185: 201-214. (72)   

 

1.2.2 Genoma 
 

Ilustración 2. Estructura morfológica del rotavirus. 
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El rotavirus posee un genoma segmentado de RNA lineal de doble hebra (dsRNA), 

contiene 11 segmentos que codifican 12 proteínas, ver Ilustración 3. El tamaño promedio 

del total del genoma es de 18.500 pb. Los segmentos genómicos varían de tamaño con un 

rango que va desde 667 a 3.302 nucleótidos. El dsRNA viral contiene estructuras cap 5’ 

metiladas, pero carecen de poli A, en cambio, el mRNA de los rotavirus tienen en su 

extremo 3’ una secuencia consenso (UGACC) que se conserva en todos los 11 segmentos 

virales (71). 

Ilustración 3. Segmentos genómicos rotavirales. 

 

Ilustración 3. Segmentos genómicos rotavirales. El segmento genómico 1 codifica para la proteína 

rotaviral VP1. El segmento genómico 2 codifica para la proteína rotaviral VP2. El segmento genómico 3 codifica para la 

proteína rotaviral VP3. El segmento genómico 4 codifica para la proteína rotaviral VP4. El segmento genómico 5 codifica 

para la proteína rotaviral NSP1. El segmento genómico 6 codifica para la proteína rotaviral VP6. El segmento genómico 7 

codifica para la proteína rotaviral NSP3. El segmento genómico 8 codifica para la proteína rotaviral NSP2. El segmento 

genómico 9 codifica para la proteína rotaviral VP7. El segmento genómico 10 codifica para la proteína rotaviral NSP4. El 

segmento genómico 11 codifica para la proteína rotaviral NSP6. Imagen modificada de 

http://viralzone.expasy.org/all_by_species/107.html jun de2018. 

 

1.2.3 Características de las proteínas virales 
 

1.2.3.1 Proteínas estructurales. 

 

a) Proteínas de la nucleocápside. Las proteínas que conforman la nucleocápside son 

VP1, VP2 y VP3. Estas proteínas están implicadas en la replicación viral (57). VP1 es la 

proteína codificada por el segmento 1 y actúa como RNA polimerasa dependiente de RNA, 

ya que presenta dominios homólogos a otras RNA polimerasas de otros virus (71, 73). VP2 

está codificada en el segmento 2 del genoma y es la única proteína que tiene sitios de 

http://viralzone.expasy.org/all_by_species/107.html
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unión a ácidos nucleicos (DNA, RNA de cadena sencilla –ssRNA- y RNA de cadena doble 

–dsRNA-), aunque preferencialmente se une a dsRNA, pero la unión no es secuencia 

específica. Esta proteína tiene la capacidad de ensamblarse y formar partículas similares 

al core (CLPs). VP3 está codificada en el segmento 3 del genoma y presenta 12 moléculas 

por virión. Se une covalentemente a GTP, lo que ha permitido proponerla como la 

guanililtransferasa viral (73). En la Ilustración 4, se observa la organización de las 

proteínas de la nucleocápside.  

Ilustración 4. Organización de las proteínas estructurales rotavirales. 

 

Ilustración 4. Esquema de la organización de las proteínas estructurales rotavirales. Un 

corte esquemático de la TLP que permite observar la capa interna conformada por las proteínas transcripcionales VP1 y VP3 

y por la proteína VP2. La capa intermedia conformada por la proteína VP6 y la capa externa conformada por las proteínas 

VP5, VP7 y VP8.  Imagen modificada de http://viralzone.expasy.org/all_by_species/107.html jun de2018.  

 

b) Proteínas de la capa intermedia. En la Ilustración 4, se puede observar la 

organización de las proteínas de la capa intermedia. Esta capa del virus está formada por 

la proteína más abundante del virión, VP6, codificada en el segmento 6 y presenta 780 

moléculas por virión. VP6 forma espontáneamente trímeros y es muy estable; esta 

característica y el hecho de que contiene determinantes antigénicos o epítopes 

conservados entre diferentes cepas de rotavirus, son la razón de que VP6 sea el blanco 

antigénico principal en los ensayos de diagnóstico inmunológico para los rotavirus. Los 

epítopes de VP6 que son conservados entre todas las cepas de rotavirus del grupo A, son 

llamados epítopes de grupo. En esta proteína también se han identificado otros epítopes, 

llamados epítopes de subgrupo, los cuales han sido utilizados como marcadores 

epidemiológicos para clasificar diferentes cepas dentro del grupo A. Si se remueve VP6 de 

http://viralzone.expasy.org/all_by_species/107.html
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las DLPs se pierde la actividad de transcriptasa, aunque hasta la fecha no se ha reportado 

que esta proteína tenga este tipo de actividad (71). 

 

c) Proteínas de la capa externa. La capa más externa del virus está formada por las 

proteínas VP4 y VP7, que son las proteínas responsables de los primeros contactos con 

la célula hospedera y por lo tanto tienen funciones que determinan la infectividad del virus, 

tales como la determinación del rango de huéspedes susceptibles al virus, la unión y la 

penetración del virus a la célula y es por esto que son las principales inductoras de 

anticuerpos neutralizantes (71, 73). 

 

VP7 es la segunda proteína más abundante, presentando 780 moléculas por virión y está 

codificada por el segmento 7, 8 o 9 del genoma, dependiendo de la cepa de rotavirus que 

se analice. VP7 tiene 326 aminoácidos, es una N-glicoproteína cuya maduración depende 

de la formación de puentes disulfuro intramoleculares y de la presencia de iones calcio. 

Esta proteína es altamente inmunogénica e induce anticuerpos neutralizantes, que son 

serotipo específicos (71). VP4 es otra proteína de la capa externa y es codificada por el 

segmento 4 del genoma, tiene 776 aminoácidos y por cada virión hay 120 moléculas de 

esta proteína, tiene un peso molecular aproximado de 87 kDa y constituye la hemaglutinina 

de algunas cepas virales (73); VP4 tiene funciones esenciales en el ciclo replicativo del 

virus, incluyendo la unión al receptor y la penetración a la célula como en la 

hemaglutinación, neutralización, virulencia y aumento de la infectividad del rotavirus por 

proteasas (74). La infectividad de los rotavirus se incrementa por el tratamiento del virus 

con tripsina (73). Este tratamiento proteolítico resulta en el rompimiento específico de VP4 

en dos polipéptidos de menor peso molecular: VP8 (extremo amino de 28 kDa, residuos 

de aminoácidos 1 al 131) involucrado en procesos de unión a ácido siálico (AS) y VP5 

(extremo carboxilo de 60 kDa, residuos de aminoácidos 247 al 776) implicada en las 

interacciones con la integrina α2β1 y Hsc7. La ruptura ocurre en las argininas de las 

posiciones 241 y 247 (71). El corte de VP4 no afecta la unión a la célula y ha sido asociado 

con la entrada del virus al citoplasma celular por endocitosis vía dinamina (75). La 

Ilustración 4, muestra la organización de las proteínas de la capa externa. 

 

1.2.3.2 Proteínas no estructurales. 
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Las proteínas no estructurales de rotavirus, NSP1 a NSP6, son codificadas por los 

segmentos 5, 7, 8, 10 y 11, respectivamente. Como su nombre lo indica, estas proteínas 

no forman parte de la estructura del virión. Son sintetizadas en el citoplasma de la célula 

durante la infección y tienen funciones relacionadas con el control de la síntesis de 9 

proteínas celulares y virales, con la replicación del genoma, con el empaquetamiento de 

los genes virales y con la maduración de la partícula viral en el interior de la célula, aunque 

aún no se define completamente el papel de cada una de ellas en estas funciones. (71) 

NSP1, de naturaleza básica, interactúa con los 34 nucleótidos del extremo 5' del mRNA 

viral, y con el citoesqueleto, y se ha propuesto que pudiera bloquear la traducción de una 

fracción de los mRNA virales, conduciéndolos al viroplasma y secuestrándolos para servir 

como plantillas para la síntesis de la doble cadena del RNA (76). NSP2, de naturaleza 

básica, como multímero se une preferentemente al RNA de cadena sencilla, interactúa con 

VP1 y NSP5, y tiene una actividad de nucleósido trifosfatasa (NTPasa) a través de la cual 

se autofosforila in Vitro e in Vivo. Estas características han permitido suponer que NSP2 

tiene un papel esencial en la replicación del RNA, y por medio de su actividad de NTPasa, 

podría obtener la energía necesaria para funcionar como un motor molecular, facilitando 

el empaquetamiento de los RNAs mensajeros en las partículas subvirales (77). 

 

NSP3, de naturaleza ácida, se une a los mensajeros virales reconociendo específicamente 

las cuatro últimas bases (….GACC3') de la región conservada del extremo 3' de los RNAs; 

además de interactuar con el citoesqueleto de la célula, interactúa con el factor celular 

eIF4GI que es un factor de iniciación de la traducción y de esta manera inhibe la traducción 

celular (78). Adicionalmente, confiere estabilidad al mRNA viral, y participa junto con NSP1 

en el proceso de translocación del mRNA hacia el viroplasma, primer paso necesario para 

la morfogénesis del virus. NSP4 es una glicoproteína residente del retículo endoplásmico, 

la cual tiene al menos un dominio transmembranal, el cual permite que el extremo carboxilo 

terminal de esta proteína esté orientado hacia el citoplasma. Este dominio citoplásmico, de 

132 aminoácidos, funciona como receptor de las partículas con doble capa, interactuando 

directamente con VP6. Además, NSP4 interactúa con la proteína VP4, la cual forma parte 

de la capa externa del virus. La interacción de NSP4 con VP6 y VP4 media la gemación 

de las partículas de doble capa hacia el interior del Retículo Endoplásmico. Participa en la 

morfogénesis del virus y está implicada como la proteína que induce la protección (79). 

NSP5 es una fosfoproteína, de naturaleza básica, con actividad quinasa autocatalítica 

putativa, presente en células infectadas, esta proteína tiene varias isoformas de alto peso 



20 Caracterización del potencial oncolítico del aislamiento rotaviral Wt1-5 en cultivos primarios de leucemia 

linfoblástica aguda de precursores B 

 

 
molecular: 26, 28 y de 30 a 34 kDa (71). 

 

1.2.4 Clasificación.  
 

Rotavirus hace parte de la familia Reoviridae y se divide en 7 grupos serológicos de la A a 

la G ver Ilustración 5, donde los grupos rotavirales A, B y C infectan a humanos y los 

demás grupos serológicos infectan a animales. Han sido clasificados a la fecha 14 

serotipos G  (glicosilados) con base a la glicoproteína VP7 y 11 serotipos P (susceptible 

de separación por acción de las proteasas) con base a la proteína VP4 (78).   

 

La coinfección celular con diferentes cepas de rotavirus que pertenecen al mismo 

serogrupo por ejemplo: A, B, C, permiten que los segmentos del genoma se mezclen 

(Reassortment genético), similar al cambio genético observado en los virus de la influenza. 

A pesar de que este proceso podría, teóricamente, producir numerosas combinaciones G-

P, parece haber restricciones significativas para esta recombinación y sólo pocas 

combinaciones de serotipo predominan, asociadas con genotipos P: P[8] y P[4].  

 

Las cepas con serotipos G1, G3, G4 y G9 se asocian con genotipos P[8] y los serotipos 

G2, se asocian más frecuentemente con el genotipo P[4]. En zonas templadas, los virus 

del tipo G1P[8], G3P[8], G2P[4] y G4P[8] constituyen la mayoría de las cepas co-

circulantes. Sin embargo, la relativa prevalencia de algunos serotipos varía geográ-

ficamente y muchas veces de un año a otro (80). 
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Ilustración 5. Clasificación del rotavirus. 

 

Ilustración 5. Adaptación de la presentación “Diagnóstico de laboratorio y epidemiología 

molecular de los Rotavirus en las Américas”. Leite JPG, Departamento de Virología, Fiocruz, Ministerio de 

Salud, Brasil. Presentado durante el Taller Internacional de Vigilancia del Rotavirus. Río de Janeiro, 12 al 16 de diciembre 

de 2005. Organization, P.A.H. Epidemiologic surveillance of diarrheal diseases due to rotavirus: Field guide. Organización 

Panamericana de la Salud Publicación Científica y Técnica No. 623, 12-43 (2007)(81) 

 

1.2.5 Epidemiología 
 

La diarrea infecciosa aguda (DIA) de origen viral es la causa más común de 

morbimortalidad en niños y puede ser causada por rotavirus, calicivirus, astrovirus y 

adenovirus. Los rotavirus producen inflamación del intestino que conlleva a un cuadro de 

diarrea, vómito, cólico abdominal y en algunos casos fiebre. Según estadísticas, para la 

edad de 5 años, cada niño habrá tenido por lo menos un episodio de gastroenteritis 
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causada por rotavirus, 1 de cada 65 será hospitalizado y aproximadamente de cada 293 

infectados uno morirá (82). 

 

Los mecanismos exactos de transmisión no son totalmente claros, pero la literatura reporta 

que el modo primario de infección podría ser directo oro-fecal, seguido de la propagación 

a través de secreciones del tracto respiratorio. Gracias a que el virus es altamente 

infectante y muy estable en el medio ambiente, puede sobrevivir horas en las manos e 

incluso días en superficies sólidas, permaneciendo estable e infeccioso en heces humanas 

hasta por una semana. Las personas con rotavirus excretan grandes cantidades de 

partículas virales antes de que se den episodios de sintomatología de la enfermedad, 

durante todo el curso de la diarrea y hasta una semana después de que los síntomas 

terminan, y aún muchas personas excretan el virus sin presentar diarrea. Pero es el 

contagio a través de las manos de persona a persona el posible responsable de diseminar 

el rotavirus en ambientes cerrados, como hogares, hospitales y guarderías en donde en 

éstas últimas se da el contacto directo y mediante alimentos o juguetes contaminados (82, 

83).  

 

El periodo de incubación viral es de 2 días, luego se presenta vómito y diarrea (en un 

periodo que abarca de 3 a 8 días), que lleva a una deshidratación isotónica, así como fiebre 

y dolores abdominales que ocurren frecuentemente hasta causar deshidratación severa o 

la muerte en algunos casos (83). Como con otros virus respiratorios y entéricos, existe un 

comportamiento por temporadas. Esto es particularmente evidente en zonas templadas, 

donde los rotavirus son probablemente responsables de un aumento en las muertes por 

diarrea durante la época de invierno. En los climas tropicales existe una tendencia mucho 

menos marcada en los cambios de incidencia por temporadas, aunque es más prevalente 

en los meses más fríos y secos (84).  

 

En Colombia, la diarrea es una de las 5 primeras causas de consulta y hospitalización en 

niños menores de cinco años. Al igual que en otros países, el rotavirus es uno de los 

principales agentes etiológicos; sin embargo, siendo Colombia un país en transición 

epidemiológica, el impacto de la infección se genera tanto por mortalidad, como por 

morbilidad (consultas externas y hospitalizaciones), debido a cuadros moderados o 

severos de la enfermedad. El rotavirus circula ampliamente en todo el país, sin que influya 

la altura sobre el nivel del mar, humedad, precipitación o temperatura de las ciudades, 
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afectando a la población infantil independientemente del estado socioeconómico de la 

familia. Los serotipos G1, G2 y G3 y los genotipos P[4] y P[8], ocasionaron más del 60% 

de las infecciones (85). 

 

1.2.6 Interacción virus-célula: adsorción y penetración  

 

La entrada de rotavirus a la célula parece ser un proceso de múltiples etapas durante el 

cual se producen al menos tres contactos entre el virus y los receptores celulares. (86) Se 

han propuesto varias proteínas celulares como receptores de las diferentes cepas de 

rotavirus (ver Tabla 4). In vivo, los rotavirus tienen un tropismo celular específico, 

infectando principalmente enterocitos maduros de la vellosidad del intestino delgado, 

sugiriendo que estas células contienen receptores específicos para la unión o entrada del 

virus. Sin embargo, reportes recientes sugieren que la replicación extra intestinal del virus 

ocurre durante la infección (87), indicando un rango más amplio de tejidos del huésped a 

los que previamente se pensaba. In vitro, los rotavirus se unen a una amplia variedad de 

líneas celulares, aunque solo una subpoblación de éstas es eficientemente infectada 

(incluyendo células de origen renal como las MA104 o intestinal como las Caco2), aunque 

al introducirlo por lipofección, en líneas celulares no susceptibles, el virus se replica de 

manera similar a como lo hace en las permisivas, sugiriendo que son los receptores los 

que determinan la susceptibilidad o no (71). 

 

Recientes estudios han demostrado que mientras la infección sistémica no se da, 

raramente ocurre viremia e infección extra intestinal por rotavirus, tanto en humanos como 

en animales (88). La inyección intraperitoneal de rotavirus de mono rhesus (RRV) en 

ratones recién nacidos resulta en atresia biliar, una condición influenciada por la respuesta 

tipo interferon del hospedero. Se ha estudiado la inoculación oral en ratones lactantes de 

5 días de edad deficientes en la respuesta a interferon encontrando una replicación 

sistémica de RRV, sin embargo no ocurre lo mismo con el rotavirus murino ECWt, 

sugiriendo que se requiere de interferon sistémico para inhibir la replicación intestinal y 

extra intestinal por diferentes cepas de rotavirus (89). Los receptores virales son uno de 

los determinantes de rango de hospederos y de tropismo celular; la unión del virus a la 

célula puede ser un proceso de varios pasos, en los que el virus se une a más de una 

molécula celular. Estos receptores múltiples pueden actuar en conjunto para modular o 

complementar sus funciones, pero también pueden ser pasos secuenciales en los que la 
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unión del virus a un primer receptor puede inducir cambios conformacionales que le 

permiten unirse al siguiente receptor (87). La unión de algunos rotavirus de origen animal 

con su célula hospedera se lleva a cabo a través de la interacción del virus con ácido siálico 

(AS) que está presente en la superficie de la célula, ya que el tratamiento de las células 

con neuraminidasa (enzima que remueve AS de la membrana) o la pre-incubación del virus 

con la glicoforina (glicoproteína con alto contenido de residuos de AS), reduce la unión del 

virus a la célula en forma significativa, con la consecuente  reducción en la infectividad viral 

(90). 

 

Se ha reportado que VP4 contiene secuencias motivo que interactúan con las integrinas 

α2β1 y α4β1, mientras que VP7 contiene sitios de unión para las integrinas  αxβ2 y α4β1. 

Se ha demostrado que anticuerpos para estas integrinas, así como los péptidos que 

contienen motivos de unión, bloquean la infectividad de rotavirus resistentes y sensibles a 

neuraminidasa (NA), sugiriendo la posibilidad de que estas integrinas actúen como 

receptores del virus (25, 91). La integrina αvβ3 también juega un papel en la unión y 

entrada de rotavirus dentro de las células, aunque la secuencia motivo de unión RGD esté 

ausente de las proteínas de la capa externa del virus. Las integrinas probablemente no son 

los receptores primarios de los rotavirus ni son normalmente internalizadas, pero dicha 

interacción puede ser requerida para eventos de señalización necesarios para iniciar la 

infección o la entrada del virus, aunque ha sido recientemente sugerido que algunas cepas 

de rotavirus pueden infectar la célula independientemente de las integrinas. 

Adicionalmente, la proteína de choque térmico constitutiva Hsc70 ha sido también 

implicada como un receptor post – unión para cepas de rotavirus tanto resistentes como 

sensibles a NA (87). Un trabajo reciente en nuestro laboratorio indica que la proteína PDI 

se encuentra en la membrana de las células MA104 (31) y otro trabajo también indica que 

está en la membrana del enterocito de ratón (92) los dos trabajos indican que PDI está 

implicada en el proceso de entrada del rotavirus a dichas células (31, 92). 
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Tabla 4. Receptores celulares asociados a la infección rotaviral. 

Molécula Proteína viral Etapa Referencia 

SA/gangliosido VP8 Unión (93, 94) 

α2β1 VP5 Unión y post-unión (24, 25) 

α4β1 VP5 Post-unión (26, 95) 

α4β7 VP7 Post-unión (96) 

αXβ2 VP7 Post-unión (97, 98) 

αVβ3 VP7 Post-unión (98, 99) 

PDI VP6, VP7 Post-unión (92, 100) 

Hsc70 VP5, VP6 Post-unión (28, 29, 92, 99) 

 

1.2.7 Ciclo de infección 
 

El ciclo de infección de rotavirus se inicia cuando éste se une a un receptor de la superficie 

celular, y la replicación se lleva a cabo en el citoplasma de la célula a infectar. La partícula 

viral es infecciosa cuando está como TLP, y posee a VP4 y VP7, las proteínas presentes 

en la capa más externa las que le permiten unirse y penetrar la célula. Durante la infección, 

todas las proteínas virales se acumulan en el viroplasma, a excepción de las dos 

glicoproteínas VP7 y NSP4, que se localizan en el retículo endoplásmico (RE), y las 

proteínas no estructurales NSP1 y NSP3, que se  distribuyen en el citoplasma celular en 

asociación con el citoesqueleto. Se inicia la producción y la salida de mRNA en las 

partículas de doble capa (DLPs), que aunque no son partículas infecciosas si son 

transcripcionalmente activas y se presentan cuando la capa más externa es removida 

como parte del proceso de entrada del virus a la célula hospedera. Los RNAs de polaridad 

positiva son sintetizados por la RNA polimerasa viral, cumplen dos funciones, una como 

mRNAs para la traducción de 6 proteínas estructurales virales y 5 no estructurales, y la 

segunda como moldes para la síntesis de los RNAs negativos formando así el RNA 

genómico. Se ha propuesto que mediante las uniones simultáneas del extremo 3’ de los 

mRNA virales y del factor eIF4G1, NSP3 favorece la síntesis de las proteínas virales e 

interfiere con la traducción de los mRNA celulares a medida que progresa la síntesis de 

las proteínas virales, se disminuye la síntesis de las proteínas celulares, la cual finalmente 

se abate casi en su totalidad (87). La selección, el empaquetamiento, y la replicación de 
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los segmentos del genoma, así como parte de la morfogénesis del virión, se llevan a cabo 

en estructuras electrodensas citoplasmáticas, denominadas viroplasmas, que están 

compuestos, entre otras cosas, de RNA y de proteínas virales. Una vez formadas las DLPs, 

éstas abandonan el viroplasma, y adquieren la capa externa al gemar a través de la 

membrana del RE. Durante el proceso de gemación los virus son envueltos por una 

membrana lipídica transitoria que se pierde conforme las partículas migran dentro del RE 

y ésta es reemplazada por la capa de proteínas (VP7 y VP4) a través de un mecanismo 

que se desconoce aún. Recientes evidencias sugieren que VP4 se integra al virión fuera 

del RE en un evento reticular post – endoplasmático asociado a microdominios rafts para 

formación de los viriones maduros y  liberación de la célula a través de una ruta no 

convencional que omite el aparato de Golgi en células polarizadas o por lisis celular (77). 

 

1.2.8 Estabilidad y viabilidad del rotavirus 
 

1.2.8.1 Susceptibilidad a fármacos: aunque las vacunas actuales contra el rotavirus han 

demostrado una buena tolerancia y una significativa eficacia, resulta útil desarrollar 

estrategias alternas o complementarias destinadas a prevenir o tratar los procesos 

infecciosos generados por el rotavirus, puesto que la vacuna solo atenúa los síntomas y 

los signos, pero no los suprime. Se puede decir que la susceptibilidad a medicamentos es 

en general desconocida (87), aunque recientemente trabajos del Laboratorio de Biología 

molecular de Virus de la Universidad Nacional de Colombia  han mostrado una disminución 

de la infectividad de los rotavirus RRV, Wa, Wi o M69 ante el tratamiento con reactivos que 

inhiben la actividad  tiol / disulfuro en células MA104 y en células Caco-2 tales como N-

acetil cisteína (NAC), pioglitazona y ácido ascórbico (vitamina C) (31, 101).  

 

1.2.8.2 Susceptibilidad a los desinfectantes: El rotavirus humano, ya sea en suspensión 

o presente en superficies inanimadas, es susceptible al glutaraldehído (2%); 

desinfectantes clorados (> 20.000 ppm de cloro); desinfectantes yodados (> 10.000 ppm 

de yodo); combinaciones de compuestos de amonio cuaternario con alcoholes (> 40%), 

algunos ácidos (HCl), algunas bases (metasilicato de sodio), y combinaciones de 

compuestos fenólicos con tenso activos aniónicos fuertes (102, 103). Se requieren tiempos 

de exposición más largos para la desinfección de superficies contaminadas con respecto 

a soluciones contaminadas con rotavirus en suspensión (104). 
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1.2.8.3 Inactivación física: El rotavirus humano es susceptible a ácidos fuertes (pH 

<3,0)(105). También es susceptible al calentamiento por encima de 50 °C (durante 30 

minutos)(106). 

 

1.2.8.4 Supervivencia fuera del hospedero: El rotavirus humano puede sobrevivir a 

temperatura ambiente (30-35 º C) y puede seguir siendo infeccioso en objetos inanimados 

hasta por 60 días, tiende a ser estable con niveles de humedad bajos o intermedios (107). 

 

1.2.9 Riesgos de laboratorio 
 

1.2.9.1 Infecciones adquiridas en el laboratorio: No hay casos de infección adquirida en 

el laboratorio reportados hasta la fecha (108). 

 

1.2.9.2 Fuentes/Muestras: Las principales fuentes de rotavirus humanos son la mucosa 

intestinal y extractos de heces de personas infectadas (109). También se ha detectado en 

hisopos rectales de pacientes humanos infectados (108). 

 

1.2.9.3 Riesgos principales: Ingestión de heces o muestras de heces y otros materiales 

contaminados. Exposición de las membranas mucosas a gotitas contaminadas. La 

importancia de la exposición a aerosoles también puede presentar un riesgo primario (87). 

 

1.2.10  Control de exposición / protección personal 
 

1.2.10.1 Clasificación grupo de riesgo: Grupo de riesgo 2 (110). 

 

1.2.10.2 Requisitos de contención: Instalaciones con nivel de contención 2, equipos y 

prácticas operativas para el trabajo con materiales, animales o cultivos infecciosos o 

potencialmente infecciosos (111). 

 

1.2.10.3 Ropa de protección: Bata de laboratorio. Guantes para evitar el contacto directo 

de la piel con materiales o animales infectados. Se debe utilizar protección para los ojos 

donde hay un riesgo conocido o potencial de exposición a salpicaduras (110). 

 

1.2.10.4 Otras precauciones: Todos los procedimientos que pueden producir aerosoles, 

o se requieran altas concentraciones o grandes volúmenes deben llevarse a cabo en 
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cabinas de seguridad biológica (BSC). El uso de agujas, jeringas y otros objetos punzantes 

debe ser estrictamente limitado (110). 

 

1.3 Proteínas de choque térmico 
 

1.3.1 Generalidades de las HSPs 
 

Las proteínas de choque térmico (HSPs) también conocidas como proteínas de estrés 

descubiertas en 1962 (112), son una gran familia de proteínas altamente conservadas a lo 

largo de la evolución y son expresados por procariotas y eucariotas. Las HSPs controlan 

la biogénesis de las proteínas permitiendo el correcto plegamiento de los polipéptidos 

recién formados, oligomerizando el ensamblaje de estas, y translocando intracelularmente 

a las proteínas que se están formando y son cruciales en mantener la homeostasis 

celular(113). Las proteínas de choque térmico también previenen la agregación  

inapropiada inducida por el estrés, facilitando la reparación de las proteínas 

desnaturalizadas o promoviendo su degradación. Como resultado de estos roles, las HSPs  

también han sido denominadas como “chaperonas moleculares” (114). Las HSPs se 

clasifican con base en su peso molecular, expresado en kDa así: Hsp15–30, Hsp40, 

Hsp60, Hsp70, Hsp90 and Hsp100 (ver Tabla 5), cada una de las familias de las HSPs 

está compuesta por varias moléculas, todas tienen una estructura primaria similar y la 

habilidad de desempeñar funciones análogas en diferentes compartimentos 

subcelulares(115). Las HSPs son llamadas así porque su expresión es inducida por el 

choque térmico (112), sin embargo hay una serie de factores ambientales  y metabólicos 

que son capaces de inducir un aumento en su expresión e incluyen la hipoxia, daño 

oxidativo, deprivación de glucosa, exposición a metales pesados o agentes 

antitumorales(114). Esta respuesta incluye incrementar las síntesis de HSPs, lo que se ha 

detectado en muchas condiciones fisiopatológicas como daño y reparación tisular, 

hipertrofia, fiebre, inflamación, infección viral o bacteriana (113). 
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1.3.2 Familias de las HSPs 
 

1.3.2.1 Familia de las HSPs pequeñas 

Presentan un peso molecular entre 15 y 30 KDa, son ubicuas y altamente conservadas. 

Se conocen tres isoformas, aunque su función ha sido poco caracterizada, se conoce que 

se sobre expresan bajo condiciones de choque térmico y contribuyen a mantener la 

viabilidad celular, manteniendo la conformación nativa de las proteínas citosólicas de 

manera independiente de ATP (116). 

 

Hsp22: también conocida como α- B cristalina o Hspβ-8, es codificada por el gen HSPB8 

localizado en el cromosoma 12 (117) y se encuentra en todas células del cuerpo aunque 

es particularmente abundante en las células nerviosas. Parece interactuar con la Hsp27 

(Hspβ-1) en las células nerviosas ayudando a organizar la red de neurofilamentos de los 

axones (118). 

 

Hsp25: es codificada por el gen HSPB1 localizado en el cromosoma 7 (119), está presente 

en fibras musculares estriadas con alta capacidad oxidativa, como el corazón, músculo 

esquelético y se localiza en las bandas Z. Sin embargo, su localización parece depender 

de las condiciones fisiológicas, por ejemplo el calor o la isquemia disparan su translocación 

al núcleo, su agregación y la interacción específica con las bandas Z del sarcómero (120). 

La expresión de los genes que codifican para esta proteína está relacionadas con la 

respuesta a hormonas esteroideas, siendo regulados por los estrógenos (120, 121). 

 

Hsp27: es producida por el gen HSPBAP1 del cromosoma 3 y fue originalmente 

denominada Hspβ-1 o proteína de respuesta a estrés srp-27 (122). Se expresa en órganos 

sensibles a estrógenos como el útero, la vagina y piel, con cambios significativos en su 

localización y cuantificación, durante las diferentes fases del ciclo menstrual (123). Se 

encuentra en el cordón umbilical y en menor nivel en la placenta, sugiriendo circulación 

materno fetal (124). Participan en termotolerancia, proliferación celular, resistencia a 

drogas, polimerización de actina y como chaperona (125, 126). Estaría involucrada en el 

transporte del receptor estrogénico desde el citoplasma al núcleo por medio de un 

mecanismo dependiente de actina (127). 
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1.3.2.2 Familia HSP40  

 

Esta familia es codificada por cerca de 44 genes HSPF1 localizados en los cromosomas 3 

y 19 (128, 129). Contribuyen al plegamiento y previenen la agregación de las proteínas; 

actúan junto con la Hsp70, actividad que es regulada por la hidrólisis del ATP en su sitio 

activo. Pueden actuar como chaperona por sí solas y se encuentran localizadas 

principalmente en el retículo endoplásmico. Esta familia se clasifica en 3 subfamilias de A-

C o tipo I, II y III. La subfamilia A está constituida por las proteínas con los cuatro dominios 

antes mencionados, tiene actividad chaperona autónoma y puede interactuar o no junto 

con Hsp70. La subfamilia B contiene proteínas que carecen del dominio rico en Cisteínas 

y la subfamilia C tiene sólo el dominio J que no se sitúa necesariamente en el extremo N-

terminal; estas dos últimas subfamilias dependen totalmente de la actividad de 

Hsp70(130). 

 

1.3.2.3 Familia HSP60 

 

Son una familia de chaperonas mitocondriales codificadas por dos genes HSPD1 

localizados en el cromosoma 2 (131). Se encuentran localizadas principalmente en la 

mitocondria e incluso se ha encontrado en la membrana citoplasmática de algunas células. 

Son responsables del trasporte y plegamiento de proteínas desde el citoplasma hacia  la 

matriz mitocondrial (132).  

 

1.3.2.4 Familia HSP70 

 

Está codificada por 13 genes localizados en los cromosomas 1, 5, 6, 9, 14 y 21 (133, 134) 

y son abundantes en células eucariotas, donde actúan como chaperonas. En cooperación 

con otras chaperonas (Hsp40, Hsp90 y Hsp110), se unen a los segmentos hidrofóbicos de 

los polipéptidos en formación durante la traducción y translocación de los mismos hacia 

los diferentes compartimentos subcelulares. Se encuentran localizadas en el citoplasma 

así como dentro de algunos organelos. Participan en la eliminación de las proteínas 

dañadas o defectuosas mediante la interacción con la proteína de interacción con el 

extremo C-terminal de Hsp70 (Proteína CHIP) que es una E3 ubiquitin ligasa (135). 

 

 



Capítulo 1 31 

 

1.3.2.5 Familia HSP90 

 

Están codificadas por 17 genes agrupados en 4 clases (HSP90AA, HSP90AB, HSP90B y 

TRAP, localizados en los cromosomas 1, 3, 4, 6, 11, 12, 13, 15 y 16 (136). Se encuentra 

en el citoplasma, en la superficie celular e incluso es excretada extracelularmente y 

constituye una de las proteínas más abundantes de la célula (137, 138). Se han encontrado 

más de 100 proteínas que son reguladas por la Hsp90 dentro de las que se incluyen 

proteínas Akt, Neu/Her-2 (ErbB2), HIF-1α, Bcr-ABl, Raf-1 y p53 mutado (139). Muchas de 

estas proteínas son importantes mediadores de la transducción de señales y control del 

ciclo celular, por ende la Hsp90 ha sido involucrada como una de las principales HSPs en 

el desarrollo y progresión tumoral. 

 

1.3.3 Relación de HSPs y cáncer 
 

Un gran número de evidencias muestra que las HSPs pueden estar involucradas en un 

importante número de procesos cruciales en el desarrollo tumoral como por ejemplo en la 

regulación de la progresión del ciclo celular (140),  control de las vías apoptóticas (141) y 

en la vigilancia inmune contra el cáncer (142, 143). La sobreexpresión de HSPs  se ha 

observado en neoplasias de  roedores, caninos y humanos, indicando que las HSPs tienen 

un rol en  la carcinogénesis y metástasis (144). En la actualidad, se han desarrollado 

estudios de proteómica en varios tipos de células tumorales de origen primario o 

Metastásico, incluyendo SH-SY5Y (neuroblastoma), A549 (adenocarcinoma pulmonar), el 

adenocarcinoma de colon LoVo, la leucemia linfoblástica aguda de células B, Sup-B15 y 

en las células de tumor de ovario. Se han identificado en la membrana citoplasmática 

CD87, el receptor de activina tipo IIB, CD98 y proteínas chaperonas incluyendo Grp78, 

GRP75, HSP70, HSP60, HSP54, HSP27, y la proteína disulfuro isomerasa (PDI) (145). 

 

Tabla 5. Familia de las proteínas de choque térmico (HSPs). 

Familia Nombre 
Localización 

celular 
Función Co-chaperona Referencia 

Pequeñas 

HSPs 

p20 Citoplasma Vaso relajación 

Ninguna (146) 

Hsp22o αB-

cristalina 
Citoplasma/Núcleo 

Estabilización del 

citoesqueleto 

Hsp27 

(humana) 
Citoplasma/Núcleo 

Dinámica de la 

Actina 

Hsp40 Hsp40 Citoplasma Chaperona Ninguna (130) 
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Hsp47 Ret. Endoplásmico 
Control de síntesis 

del colágeno 

Hsp60 
Hsp58 Mitocondrias Chaperona Hsp10 

 
(147, 148) 

Hsp60 Mitocondrias Chaperona 

Hsp70 

Hsc70 (73) Citoplasma Chaperona 
Hsp40, GrpE, BAG, 

HSPBP1, Hip, Hop, 

CHIP 

(132, 149) 
Hsc70 (72) Citoplasma/Núcleo Chaperona 

Hsp75 Mitocondria Chaperona 

Grp78 Ret. Endoplásmico Chaperona 

Hsp90 

Hsp90α (86) 
Citoplasma 

 

Unión a receptores 

de esteroides 
p23, Hop, FKBP51, 

FKBP52, Cyp40, cdc37 

(132, 149-

151) Hsp90β (84) Citoplasma 
Unión a receptores 

de esteroides 

Grp94 Ret. Endoplásmico Chaperona 

Hsp110 

Hsp105 Citoplasma 
Chaperona 

citoprotectora 
Ninguna (152) 

Hs0110 Nucléolo/citoplasma 
Chaperona 

Citoprotectora 

 

Los números entre paréntesis corresponden a otras denominaciones de las mismas proteínas. Grp: proteínas relacionadas 

con glucosa, inducidas por anoxia y deprivación de glucosa.  

 

Numerosas neoplasias humanas presentan sobreexpresión de HSPs, este hallazgo estaría 

relacionado con la proliferación de las células tumorales, el establecimiento de metástasis 

y en algunos casos con resistencia a drogas quimioterapéuticas (144). Las células 

tumorales, al migrar a los ganglios linfáticos encuentran un microambiente hostil, por lo 

tanto sobre expresan estas proteínas citoprotectoras que favorecen su sobrevida y su 

posterior diseminación a todo el organismo (153). Algunos autores encuentran correlación 

entre sobreexpresión de HSPs con el desarrollo de células neoplásicas, por ejemplo se 

han relacionado los niveles de Hsp10, 27, 40, 60, 70, 90 y 110 que son más altos en 

pacientes con tumor y metástasis en relación con población normal. Se involucra también 

a Hsp70 y 90 pues evitan la senescencia celular, de esta manera las HSPs  pueden ser 

usadas como marcadores diagnósticos y pronósticos (154-157). Sin embargo, estudiando 

individualmente los distintos tipos de neoplasias, la relación no es tan directa y los 

resultados son contradictorios.  

 

En la literatura se encuentra reportada la interacción de las proteínas rotavirales VP5 y 

VP6 con la Hsc70, entre ellas se reporta que la formación del complejo entre Hsp90 y 

Hsp70 de membrana citoplasmática participa en la entrada del virus del dengue como un 
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receptor en líneas celulares y en monocito/macrófagos humanos (158). Hsp70 interactúa 

con la ribonucleoproteína (RNP) del virus de la influenza regulando la transcripción y 

replicación, durante la infección Hsp70 se trasloca del citoplasma al núcleo (159). La 

proteína no estructural 5A (NS5A) del virus de la hepatitis C humana (HCV) co-

inmunoprecipita con las proteínas Hsp40 y Hsp70 y así mismo colocalizan en ensayos de 

microscopía confocal, adicionalmente al tansfectar las células con un siRNA para Hsp70 y 

Hsp40  se reduce la infección (160). La Hsp90 en un proceso dinámico que depende de la 

hidrolisis del ATP, facilita la interacción entre la retrotanscriptasa (RT) y la proteína épsilon 

del virus de la hepatitis B humana (161). La proteína nef del virus de la inmunodeficiencia 

humana tipo1 (HIV-1) interactúa con la Hsp40 facilitado la expresión de genes virales a 

través de la inducción de la ciclina dependiente de quinasas 9 (Cdk9) (162). 

 

1.4 Integrina β3 

 

1.4.1 Generalidades de las integrinas  

 

Las integrinas constituyen una gran familia de receptores heterodiméricos 

transmembranales de superficie celular que se encuentran en muchas especies animales, 

que van desde las esponjas hasta los mamíferos. Las integrinas están compuestas por dos 

subunidades, una α y una β y cada combinación tiene sus propias características y 

propiedades de unión y señalización.  La mayoría de las integrinas reconocen y se unen a 

varias proteínas de la matriz extracelular. Por el contrario, proteínas de la matriz 

extracelular tales como fibronectina, laminina, colágeno y vitronectina, se unen a varias 

integrinas (163). Las integrinas median la interacción entre moléculas de adhesión entre 

células adyacentes y/o a la matriz extracelular (164). La integrina αVβ3 forma parte de dos 

heterodímeros y está implicada en una amplia variedad de funciones fisiológicas y 

patológicas importantes incluidas la migración celular, diferenciación celular y apoptosis, 

estas actividades pueden regular la metástasis y potencialmente la invasividad de células 

tumorales (165). Se ha involucrado a las integrinas en el desarrollo de procesos 

neoplásicos dado que las células no tumorales (exceptuando algunas células del sistema 

hematopoyético),deben anclarse adecuadamente a una matriz extracelular para sobrevivir, 

dependiendo en gran parte de señales generadas por la matriz; cuando esta regulación se 

pierde, se pueden generar estímulos de proliferación celular y perdida en la diferenciación 
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inducida por ellas, justamente este requisito de anclaje se pierde en las células 

neoplásicas(166). Se ha demostrado que algunos virus usan la proteína αVβ3, por ejemplo, 

la glicoproteína H (gH) del virus del herpes simple tipo 1 (HSV-1) que es una de las 

glicoproteínas  que son esenciales para el ingreso del virus a la célula contiene los motivos 

RGD (Arg-Gly-Asp)  e interactúa con la integrina αVβ3 en células Vero y CHO (167). La 

integrina αVβ3 y αVβ5 se unen a la proteína fibrilar de 186 kD del adenovirus humano y 

cuando se transfectan con estas integrinas a células que carecen de las mismas, el 

adenovirus puede ser internalizado (168). El faringo virus humano tipo 1 (HPEV-1) contiene 

motivos RGD (Arg-Gly-Asp)  que son reconocidos por la integrina αVβ3 y al emplear 

extractos solubles de proteínas provenientes de células A549, el virus co-inmunoprecipita 

con la integrina αVβ3, así mismo al emplear anticuerpos monoclonales contra la integrina 

αVβ3  se reduce la infectividad en un 85 % en este mismo modelo, en este mismo estudio 

se emplearon células CHO que naturalmente no son susceptibles a la infección por el virus 

y fueron transfectadas con la integrina αVβ3 permitiendo la infección por parte del HPEV-

1 (169). 

 

1.4.2 Estructura de las integrinas 

 

Las integrinas son heterodímeros obligados que contienen dos tipos de cadenas distintas, 

la subunidad α (alfa) y la subunidad β (beta), que se unen de forma no covalente. Las 

cadenas α contienen aproximadamente entre 1.000 y 1.200 residuos, en cambio las 

cadenas β tienen entre 760 y 790 residuos. En los mamíferos, se han caracterizado 18 

subunidades alfa y 8 subunidades beta, mientras que el genoma de Drosophila codifica 

únicamente cinco subunidades alfa y dos beta, y el nematodo Caenorhabditis dos alfa y 

dos beta. Ambas subunidades poseen dos extremos separados, que penetran en la 

membrana plasmática y tienen pequeños dominios citoplásmicos. Además, variantes de 

algunas de las subunidades son formadas por splicing alternativo, como por ejemplo, las 

4 variantes de la subunidad beta 1. Por medio de diferentes combinaciones de estas 

subunidades alfa y beta, se generan 24 integrinas únicas (170). La Ilustración 6. muestra 

la estructura fundamental de las integrinas.  

 

Las subunidades de las integrinas quedan incluidas en la membrana plasmática y en 

general, tienen dominios citoplásmicos muy cortos, de unos 40-70 aminoácidos. Fuera de 
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la membrana plasmática de la célula, las cadenas alfa y beta se sitúan bastante cerca entre 

sí, a una distancia de unos 23 nm. El extremo N-terminal de cada cadena forma una región 

de unión a ligando. 

La masa molecular de las integrinas puede variar de 90 a 160 kDa. Las subunidades β 

tienen secuencias repetidas ricas en cisteínas. Tanto la subunidad α como la β pueden 

unir diversos cationes divalentes. El papel de la subunidad α es desconocido, pero podría 

estar implicada en la estabilización del plegamiento de las proteínas. La subunidad β es 

más interesante, ya que está directamente involucrada en la coordinación algunos ligandos 

que se unen a la integrina. 

Ilustración 6. Estructura general de las Integrinas. 

 

Ilustración 6. Estructura general de las Integrinas. En gris las cadenas alfa y beta. La flecha Naranja 

indica el motivo de unión RGD. En rojo los Cationes divalentes que se unen a la cadena Beta. Tomado de Xiong JP (2001). 
«Crystal structure of the extracellular segment of integrin αvβ3». Science 294 (5541): pp.339–345.(170) 

 
 

1.4.3 αvβ3 integrina y cáncer 

 

Numerosos estudios han demostrado que la αVβ3 integrina es un receptor que afecta el 

crecimiento del tumor, la invasión local y el potencial metastásico (166). Esta glicoproteína 

dimerica transmembrana media la adhesión y migración de células tumorales a través una 

variedad de proteínas de la matriz extracelular, al igual que otras integrinas la αVβ3 

reconoce la secuencia tripeptídica RGD (Arginina-Glicina-Ácido aspártico). Además, la 

αVβ3 integrina se expresa fuertemente en células endoteliales activadas y juega un papel 
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fundamental en el proceso angiogénico (171). En contraste, la expresión de la αVβ3 

integrina es débil en células endoteliales no activadas y en la mayoría de los sistemas 

orgánicos normales, por lo tanto, la inhibición de la αVβ3 integrina es actualmente evaluada 

como una nueva estrategia específica para la terapia antitumoral (172). La afinidad de las 

integrinas a diferentes ligandos es críticamente determinada por la conformación de este 

motivo de unión común, entonces el diseño de péptidos con motivos RGD con la 

conformación correspondiente permite el señalamiento selectivo de integrinas específicas. 

La inhibición de la función de la αVβ3 integrina por antagonistas peptídicos y no peptídicos 

inhibe el crecimiento tumoral en estudios con modelos animales (173, 174). La futura 

evolución de terapias dirigidas contra la αVβ3 integrina puede brindar una herramienta 

para lucha contra el cáncer.  

 

1.5 Proteína disulfuro isomerasa (PDI) 

 

1.5.1 Generalidades de la PDI  

 

El plegamiento proteico celular es asistido con la ayuda de catalizadores que aceleran el 

plegamiento de las proteínas y chaperonas que inhiben la agregación (175). Sin embargo, 

cuando el proceso de plegado no funciona correctamente, puede ser catastrófico para la 

célula.  El mal plegamiento de una proteína, obviamente, puede conducir a una pérdida de 

su función, pero las proteínas mal plegadas que se acumulan en grandes agregados 

insolubles también pueden interferir con la función celular. La célula cuenta con 

mecanismos de protección contra el mal plegamiento de proteínas que incluyen las 

chaperonas y los catalizadores de plegamiento para inhibir la agregación y estimular 

plegamiento junto con los sistemas de degradación de proteínas, a este sistema 

pertenecen las PDIs (176).   

 

Las proteínas disulfuro isomerasas (PDIs) constituyen una familia de proteínas 

estructuralmente relacionadas, involucradas en el correcto plegamiento de nuevas 

proteínas sintetizadas en el ribosoma, catalizando la formación y remodelación de los 

puentes disulfuro en el retículo endoplásmico rugoso (RER), asegurando así la correcta 

formación de puentes disulfuro (177). Las PDIs actúan como chaperonas y por ello hacen 

parte del sistema de control del correcto plegamiento de las proteínas en el RER.También 
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las proteínas secretadas y las de la superficie celular son a menudo estabilizadas por 

enlaces disulfuro (176). 

 

La información específica para el apareamiento de los enlaces disulfuro, se encuentra en 

residuos de cisteínas, que están vinculados en el plegamiento y en la formación de la 

estructura terciaria. Durante el proceso inicial de plegamiento, la formación de puentes 

disulfuro es propensa a errores, debido a las cisteínas mal conectadas (177). La célula 

eucariota resuelve este problema con un ambiente redox especializado en el retículo 

endoplásmico (ER), allí la célula está equipada con catalizadores de la formación de 

puentes disulfuro y la isomerización (175). La proteína disulfuro isomerasa (PDI) es un 

catalizador esencial de este plegamiento y puede catalizar la oxidación, reducción e 

isomerización  de grupos tiol/disulfuro (177).  

 

1.5.2 Estructura de la PDI. (EC 5.3.4.1) 
 

La familia de las PDIs está constituida por 19 miembros cuya característica común es 

contener una secuencia señal predictiva y al menos un dominio tipo tiorredoxina; a su vez 

esta familia pertenece a la superfamilia de enzimas tiorredoxina, la cual incluye las 

tiorredoxinas, las glutarredoxinas humanas y DsbAs en bacterias. Las PDIs poseen uno o 

más dominios relacionados con la tiorredoxina del citoplasma, presentando al menos un 

dominio que contiene el motivo redox (104). PDI contiene dos dominios tiorredoxina, a y 

a’, que están separados por dos dominios no catalíticos b y b’ (ver Ilustración 7). Los 

dominios catalíticos contienen un sitio activo motivo CXXX, los aminoácidos que se 

encuentran entre residuos cisteína tienen el mayor rol determinante en el potencial redox 

de la enzima y la función tiosulfuroreductasa, oxidasa o isomerasa. Las proteínas de la 

familia PDI se caracterizan por que tienen una estructura multi dominio. Para la proteína 

PDI (EC 5.3.4.1) el tamaño del polipéptido maduro en mamíferos es de 490 aminoácidos, 

que incluye un NH2-terminal con una secuencia señal del RE y un COOH-terminal con una 

secuencia señal  KDEL de permanencia en el lumen del RE.  Esta abundante proteína de 

55 kDa, cataliza la formación de puentes disulfuro dentro de las proteínas (oxidasa) y 

cataliza la reorganización de disulfuros incorrectamente realizados (actividad isomerasa) 

(178). 
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Ilustración 7. Estructura de PDI. 

 

Ilustración 7. Estructura de PDI. a) Esquema basado en de diversos modelos de la estructura cristalina de la 

PDI humana y PDI de levadura (S. cerevisiae, AP ID código 2B5E), la arquitectura de PDI consta de cinco dominios y un 

enlazador (linker) organizados en orden desde abb’xa’c. Los residuos se enumeran de acuerdo a la estructura de la PDI 

humana madura (H. sapiens código SwissProt P07237). Los límites del dominio se basan en la estructura cristalina de 

levadura, los residuos fronterizos y los dos dominios del sitio activo (que se muestra en detalle en las cajas) están alineados 

para PDI humana (arriba) y levadura (abajo). Los dominios a (naranja) y a’ (amarillo) son homólogos a TRX y contienen el 

motivo catalítico CxxC (verde). Los dominios b (azul oscuro) y b’ (azul claro) también adoptan un plegamiento TRX, pero no 

comparten gran similitud de secuencia entre sí o con los dominios a o a’. La región flexible x del enlazador (linker)  (negro) 

se encuentra entre los dominios b’ y a’. El enlace entre los dominios a y b es de tan sólo un residuo. El extremo C-terminal 

(rojo) contiene una señal de retención  (K/H) DEL  para el retículo endoplásmico (RE). b) Diagrama de cintas basado en la 

estructura cristalina de la PDI de que muestra las cisteínas del sitio activo representadas en verde llenado de espacio. Los 

colores de los dominios son los mismos que en a). Tomado de Gruber CW, Cemazar M, Heras B, Martin JL, Craik DJ (2006) 

Protein disulfide isomerase: the structure of oxidative folding. Trends Biochem Sci 31: 455-464 (178) 

 

1.5.3 PDI de la superficie celular 
 

Se ha demostrado que algunos miembros de la familia PDI no se encuentran confinados 

al RE, pues han sido encontradas en el espacio extracelular, el citosol, el núcleo y en la 

superficie celular; confiriéndole a aquellas presentes en la superficie celular diferentes 

estados conformacionales y funcionales (179, 180). Los miembros de la familia PDI 

localizados fuera del RE se han encontrado en muy baja concentración y en periodos  de 

minutos (la concentración de PDI en el RE es aproximadamente de 0.2 mM). La PDI se 

desprende fácilmente de la membrana celular y es reemplazada por nuevas moléculas 

provenientes del interior de la célula (180). La PDI de la superficie se ha encontrado en 
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varios tipos de células tales como: células endoteliales, hepatocitos, células pancreáticas, 

linfocitos, plaquetas y células cancerosas (181) (182-184). 

 

No se esperaría encontrar a la PDI en la membrana celular ya que es soluble, por ello se 

ha sugerido que luego de la secreción, PDI se enlaza por interacciones electrostáticas y/o 

interacción con otras proteínas localizadas en membrana (182). La función asignada a esta 

localización se relaciona con la actividad reductora del exterior celular, la PDI de la 

membrana celular se ha involucrado en el mantenimiento del estado reductivo de la 

membrana citoplasmática, también en procesos que incluyen adhesión celular, 

maduración de plaquetas, transporte de óxido nítrico, modulación de la actividad de la 

trombospondina e interacción con el ectodominio del receptor de la tirotropina humana 

(185, 186). La PDI de la superficie celular ha sido implicada en la reducción de los enlaces 

del heterodímero de la toxina diftérica y en el ingreso del virus de la inmunodeficiencia 

humana (HIV) a las células linfoides, facilitando la reducción de enlaces disulfuro de la 

proteína gp120 (187). Algunos virus como  el baculovirus, vaccinia, Sindbis también 

dependen de la actividad disulfuro isomerasa para la entrada a la célula (188, 189). La 

entrada del virus de la hepatitis delta (HDV) fue bloqueada por inhibidores del intercambio 

tiol disulfuro que no son permeables a la membrana citoplasmática, sugiriendo arreglos en 

las proteínas virales necesarios para el desensamblaje del virión (190). También el virus 

de la enfermedad de Newcastle (NDV) requiere el intercambio tio-disulfuro sobre la 

proteína de fusión como parte de los arreglos conformacionales para su activación (191).  

 

La proteína PDI ha sido involucrada en el proceso de ensamblaje del rotavirus debido a su 

función chaperona y redox. Se ha encontrado que la proteína viral VP7 interactúa con PDI 

solo después de haber sido glicosilada en el RE, formando los enlaces disulfuro y el 

correcto plegamiento de VP7 en el RE (192). Algunas proteínas rotavirales contienen 

proteínas con residuos de cisteína sobre los cuales se pueden formar o se forman enlaces 

disulfuro tales como VP4 (Posiciones 203, 216, 318, 380 y 774), VP5, VP7 (4 en laces 

disulfuro en las posiciones Cys82-Cys135, Cys165-Cys249, Cys191-Cys244 y Cys196-

Cys207) y VP8 (enlaces en las posiciones 203-216 y 318-380) (193, 194). 
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1.5.4 PDI y cáncer 

 

Es bien conocido que existe una activación de la respuesta celular al estrés mediada por 

el retículo endoplásmico (RE) en células tumorales para sobrevivir fuera del ambiente 

normal. Muchas proteínas que protegen a la célula contra el estrés del RE son activadas 

por PDI y muchos estudios tiene la hipótesis de que la apoptosis de la célula tumoral puede 

estar disminuida debido al incremento del estrés celular haciendo que se incremente la 

actividad de PDI. En estudios in vitro realizados con células de melanoma que sobre 

expresan PDI, se ha demostrado que la inhibición de la actividad de PDI incrementa la 

apoptosis en respuesta a agentes que inducen estrés en el RE, sugiriendo que PDI puede 

estar implicada en el desarrollo de los procesos neoplásicos (195). PDI es una chaperona 

que juega un rol importante en el balance oxido reductor de la célula y también regula la 

adhesión celular dependiente de integrinas, es por ello que su papel en desarrollo de 

neoplasias ha sido estudiado. Se ha encontrado que PDI se sobre expresa fuertemente en 

células de glioma invasivo, tanto en el modelo de xenoinjerto y en muestras aisladas de 

pacientes humanos. Usando un ensayo de migración in vitro, también se encontró que PDI 

se expresa en gliomas que migran, identificando un rol importante de PDI en la capacidad 

invasiva tumoral (184). 

 

La identificación de antígenos tumorales que contribuyan a la transformación celular y que 

estén vinculados con la respuesta inmune contra el tumor es un importante parámetro para 

el desarrollo de la inmunoterapia. Se ha estudiado la implicación de PDI en células 

carcinoma renal murino encontrando un incremento en la expresión y en la actividad de 

ERp5 (miembro de la familia de las PDI) en la membrana citoplasmática, utilizando 

anticuerpos monoclonales dirigidos contra la misma proteína se disminuye la capacidad 

invasiva de estas células, también se han encontrado altos títulos de anticuerpos humanos 

contra PDI  en pacientes con leucemia mieloide aguda, tratados con radioterapia. También 

se ha encontrado que PDI se expresa fuertemente en algunos tipos de tumores como en 

células de melanoma murino, células de glioblastoma humano invasivo (196). Todos estos 

hallazgos permiten revelar un papel inmunológico de PDI y abren la posibilidad de que esta 

proteína sirva como un blanco terapéutico para anticuerpos monoclonales. 
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1.6 Leucemia linfoblástica aguda 

 

1.6.1 Generalidades 
 

La leucemia linfoblástica aguda (LLA) comprende un grupo de neoplasias malignas que 

afectan a los precursores (blastos) de los linfocitos en la médula ósea, siendo una 

enfermedad maligna clonal en la cual los precursores linfoides inmaduros proliferan y 

reemplazan las células hematopoyéticas normales (197). Las células malignas de la LLA 

son células precursoras linfoides (linfoblastos) que están detenidos en una etapa precoz 

del desarrollo, esta detención es causada por la expresión anormal de genes, 

generalmente como resultado de translocaciones cromosómicas (198). Los linfoblastos 

reemplazan los elementos hematopoyéticos, provocando una disminución marcada de 

células sanguíneas normales, provocando anemia, trombocitopenia y neutropenia, en 

grados variables. Los linfoblastos también proliferan en órganos diferentes a la médula 

ósea, particularmente el bazo, el hígado y los ganglios linfáticos, los que infiltran (199). La 

LLA se diferencia de otras neoplasias linfoides por el inmunofenotipo de las células 

leucémicas, que es similar al de los precursores de los linfocitos B y T. La mayoría 

son neoplasias de células progenitoras de precursores B aunque ocasionalmente se 

encuentran LLA de células precursoras T (200). 

  

1.6.2 Epidemiología 
 

La leucemia linfoblástica aguda es la forma más frecuente de neoplasia en niños y jóvenes, 

representando el 32% de las neoplasias en menores de 15 años y 26% en menores de 20 

años (201). El pico de incidencia ocurre entre los 2-5 años de edad y es más común en 

varones blancos, situación que se ha incrementado en las últimas 2 décadas (202). El 

riesgo de leucemia es más alto en países industrializados como se observa en EEUU, 

Italia, Australia, Suiza y Japón, y más bajo en África y Asia (203). La leucemia representa 

cerca de la tercera parte de las neoplasias en niños y corresponde hasta el 80% a leucemia 

linfoblástica B, 17% a leucemia mieloide aguda, y el porcentaje restante a leucemias 

agudas y crónicas poco frecuentes (204). 

 

Aproximadamente 75% de las LLA de precursores B se presenta en niños menores de 6 

años, sin predominio de ningún género. Por el contrario, las LLA de precursores T se 
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presentan con mayor frecuencia en adolescentes y niños mayores, con predominio de 

género masculino (199). En relación con la raza, la LLA es más frecuente en población 

blanca que negra con razón 10:6, y en los EEUU se observa con mayor frecuencia entre 

los latinos (203). El número de pacientes en Colombia con diagnóstico de LLA podría ser 

alrededor de 450 casos nuevos por año, extrapolando esta cifra de acuerdo a la población 

infantil colombiana menor de 16 años. En Colombia actualmente se considera a la LLA 

como una enfermedad de interés en salud pública, objeto de intervenciones como la 

vigilancia intensificada por parte del sistema general de seguridad social, con el propósito 

de disminuir la mortalidad y mejorar la oportunidad en el diagnóstico y atención integral de 

los niños con esta patología (205). La leucemia linfoblástica de linaje B presenta tasas de 

curación de alrededor del 80%, en países desarrollados,sin embrago, en países en 

desarrollo, las tasas de curación están alrededor del 40%, mientras que su contraparte 

mieloide alcanza escasamente el 40-50% de éxito (201). La mortalidad ha sido calculada 

en 0.5 por 100000 habitantes ajustado por edad, con ligero incrementó en el género 

masculino con 0.6 por 100000. La tendencia de incidencia se mantiene para la mortalidad 

en lo concerniente a raza (203). 

 

1.6.3 Etiopatogenia 
 

La etiología de las leucemias linfoblásticas es aún poco conocida, pero se ha postulado 

que se debe a una mezcla de condiciones entre las que se encuentran la regulación a la 

baja de genes supresores tumorales y a la alta de oncogenes, sumados a la presencia de 

un agente medioambiental desencadenante (203). Hay evidencia que sugiere un factor 

genético en algunos casos (198), y otras que están relacionadas con enfermedades 

específicas como el síndrome de Down o la anemia de Fanconi (202, 204). Aparentemente, 

la leucemia se inicia con un evento in-útero, el cual se ha demostrado por análisis molecular 

de células mononucleares de muestras de sangre de cordón luego del nacimiento (206); 

dichas alteraciones, después de varios años, son expresadas de igual modo en el fenotipo 

neoplásico (204).  

 

Se ha establecido que el uso por la gestante de ciertas sustancias como marihuana, 

antihistamínicos, anfetaminas, entre otras, pueden incrementar el riesgo en el hijo de 

presentar leucemia en la niñez, mientras que el uso sistemático de folato durante el 

embarazo ha reducido hasta en 60% los casos de neoplasia (207, 208). No se ha podido 
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establecer el papel de factores medioambientales tales como campos electromagnéticos, 

exposición a radón, pesticidas y tabaquismo materno en el desarrollo de la enfermedad 

(202). Otros factores posiblemente implicados incluyen exposición nuclear residencial u 

ocupacional en los niños o los padres, radiaciones no ionizantes, pesticidas, benceno, 

vitamina K, aceite de hígado de bacalao, inhibidores de la topoisomerasa II naturales y 

manufacturados, nitratos de la dieta y el consumo de agua contaminada con tricloroetilieno 

(203). Otra teoría que ha tomado importancia, a raíz de la demostración del potencial 

oncogénico, son infecciones sobretodo virales (201, 209).  

 

1.6.4 Manifestaciones clínicas de la leucemia linfoblástica B aguda (LLA-B) 
 

La LLA es una enfermedad aguda caracterizada por dolor óseo, síndrome anémico 

(palidez, taquicardia, astenia, fatiga), trombocitopenia (petequias, hemorragia), 

neutropenia (infecciones) y organomegalia (hepato-esplenomegalia) ver Tabla 6. La 

mayoría de los pacientes se presentan con falla medular: trombocitopenia, anemia y/o 

neutropenia. El conteo de leucocitos puede estar disminuido, normal o marcadamente 

elevado, pero sólo el 50% de los pacientes tienen conteos de blancos mayores de 

10000/μl. Son frecuentes las linfadenopatías y hepato-esplenomegalia, los dolores óseos 

y las artralgias que en conjunto pueden ser síntomas cardinales (202). La Leucemia 

Linfoblástica de precursores B (LLA-B), es una neoplasia que implica al linaje de células 

B, compuesto de células blásticas de tamaño pequeño a mediano, con escaso citoplasma, 

cromatinas dispersas o moderadamente condensadas y nucléolos mínimos. La 

enfermedad compromete principalmente la médula ósea y la sangre, el compromiso 

extramedular es algo frecuente con predilección particular por el sistema nervioso central, 

ganglios linfáticos, bazo, hígado y gónadas (210). 

 

Síntomas constitucionales: astenia, debilidad, pérdida de peso, sudoración nocturna.  

 

Síntomas por infiltración de la médula ósea: anemia por desplazamiento de la serie 

roja, fiebre e infecciones por desplazamiento de la serie blanca, diátesis hemorrágica 

(púrpura, epistaxis, gingivorragias) por deslazamiento de la serie plaquetaria (211). 

 

Síntomas por infiltración de algún órgano o tejido: la hepatomegalia, hipertrofia 

gingival, infiltración de la piel y menos frecuente SNC suele darse en el 5% de las 
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leucemias linfoblásticas. Puede aparecer dolor óseo espontáneo o a la presión, por 

infiltración subperióstica, así como adenopatías y esplenomegalia en el 70-80% de los 

casos (202). 

 

Tabla 6. Síntomas de presentación de LLA. 

 Síntoma  Frecuencia 

Fiebre  57 

Fatiga 50 

Sangrado 43 

Dolor osteoarticular 25 

linfadenopatía 70 

Hepatomegalia 66 

Esplenomegalia 59 

Masa mediastinal 8 

Compromiso del SNC 3 

Compromiso testicular 1 

 

Tomado de: Redaelli A, Laskin BL, Stephens JM, Botteman MF, Pashos CL (2005) A systematic literature review of the 

clinical and epidemiological burden of acute lymphoblastic leukaemia (ALL). Eur J Cancer Care (Engl) 14: 53-62.(203) 

 

1.6.5 Clasificación 
 

Se clasifica según la cooperación Franco Americano Británica (FAB) o según la 

Organización mundial de la salud (OMS) (212, 213). Durante los años anteriores se 

empleaba la clasificación FAB, que separaba 3 grupos pronósticos L1, L2 y L3 basados en 

la morfología celular, donde L2 tenía el peor pronóstico. Esta clasificación fue remplazada 

por la clasificación de la OMS, que incluye otros parámetros. La clasificación de la FAB y 

la OMS para las leucemias linfoblásticas se pueden resumir en las Tabla 7 y Tabla 8 

respectivamente. 
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Tabla 7. Clasificación FAB de la LLA. 

 L1 L2 L3 

Características Linfoblastos  pequeños 

con cromatina homogénea, 

escaso citoplasma, sin 

nucléolos ni vacuolas 

prominentes 

Células grandes y 

heterogéneas, con núcleo 

irregular, presencia de 

nucléolo, citoplasma 

variable sin vacuolas. 

 

Células grandes y 

homogéneas, cromatina 

fina, nucléolos 

prominentes, con más de 

5% de mitosis, citosol 

basófilo y por lo menos 

25% de células 

vacuoladas. 

Frecuencia 80% 17% 3% 

Inmunofenotipo asociado Precursor B o T Precursor B o T Células B maduras 

 

Tomado de: Redaelli A, Laskin BL, Stephens JM, Botteman MF, Pashos CL (2005) A systematic literature review of the 

clinical and epidemiological burden of acute lymphoblastic leukaemia (ALL). Eur J Cancer Care (Engl) 14: 53-62.(203) 

 

Tabla 8. Clasificación de la OMS para leucemias de precursores linfoides. 

Neoplasias de precursores linfoides 

Leucemia linfoblástica de células B/linfoma no especificado 

Leucemia linfoblástica de células B/linfoma con anormalidades genéticas 

 Leucemia linfoblástica/linfoma con  t(9;22)(q34;q11.2); BC-ABL1 

 Leucemia linfoblástica/linfoma con  t(v;11q23); reorganización MLL 

 Leucemia linfoblástica/linfoma con  t(12;21)(p13;22);TEL-AML1 (ETV6-RUNX1) 

 Leucemia linfoblástica/linfoma con  hiperploidía 

 Leucemia linfoblástica/linfoma con  hipoploidía (hipodiploidía LLA) 

 Leucemia linfoblástica/linfoma con  t(5;14)(q31;q32);IL3-IGH 

 Leucemia linfoblástica/linfoma con  t(1;19)(q23;p13.3);E2A-PBX1 (TCF3-PCF3-PBX1) 

Leucemia linfoblástica de células T/linfoma 

 

Tomado de: Swerdlow S, campo, E., Harris, N. (2009) WHO classification of tumor of hematopoietic and lymphoid tissues. 

IARC Press: 109-138.(213) 

 

1.6.6 Diagnóstico de la leucemia linfoblástica B 
 

El diagnóstico inicial se realiza por la sospecha clínica y se confirma con el análisis 

morfológico de la medula ósea, si se cumple con: una buena muestra, una buena tinción y 

suficiente tiempo para revisarla. 

 

A continuación se consideran cuatro apartes diagnósticos (morfología, citoquímica, 

inmunofenotipo y genética) y un quinto aparte de diagnóstico diferencial.  
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1.6.6.1 Morfología. Los linfoblastos en frotis y extendidos varían desde blastos pequeños 

con escaso citoplasma, cromatina nuclear condensada, y nucléolo mínimo, hasta células 

más grandes con cantidad moderada de citoplasma azul claro-gris azulado, 

ocasionalmente vacuolado, cromatina nuclear dispersa, y nucléolos prominentes múltiples 

variables (197). Gránulos azurófilos dispersos están presentes en algunos linfoblastos en 

aproximadamente 10% de los casos. Estos hallazgos se pueden correlacionar con 

anormalidades genéticas t (9; 22) (q34; q11.2) (202). 

 

En biopsias de médula ósea, los linfoblastos son relativamente uniformes en apariencia, 

con núcleos redondos, ovales o indentados y algunas veces enrollados. Los nucléolos 

variablemente son prominentes, aunque usualmente mínimos o indistintos. La cromatina 

está finamente dispersa. El número de figuras mitóticas usualmente varía, y son menos 

numerosas que en su contraparte T (197). 

 

1.6.6.2 Citoquímica. Los linfoblastos son negativos para mieloperoxidasa y carecen de 

reactividad tipo mieloide con Sudán Negro B (SBB). Los gránulos linfoblásticos pueden 

teñir gris claro con la tinción SBB pero menos intenso que los mieloblastos. Los linfoblastos 

pueden mostrar positividad PAS, siendo en algunos casos el núcleo parcialmente rodeado 

por un anillo de reactividad PAS. Los linfoblastos pueden reaccionar con esterasa 

inespecífica con punteado multifocal o patrón de aparato de Golgi con inhibición variable 

con fluoruro de sodio (197).  

 

1.6.6.3 Inmunofenotipo. Los linfoblastos son deoxinucleotidiltransferasa terminal (TdT) 

positivos, HLA-DR positivos, y casi siempre positivos para CD19, CD79a citoplásmica y 

CD38. Son positivos para CD10 y CD24 en la mayoría de casos; en casos t(4;11)(q21;q23) 

son usualmente CD10 negativos y frecuentemente CD24 negativos. Hay expresión 

variable de CD20 y CD22. CD45 puede estar ausente. La expresión citoplásmica de CD22 

es considerada específica de linaje. Los antígenos mieloides CD13 y CD33 pueden ser de 

expresión aberrante (197). 

  

El grado de diferenciación de los linfoblastos del linaje B tiene correlación clínica y 

genética. En el estado más temprano -precursor temprano-, los blastos expresan CD19, 

CD79a y CD22 citoplásmicos, y TdT nuclear, y en el estado intermedio -común-, los blastos 

expresan CD10. Estos dos estados representan la mayoría de casos de leucemia (50-
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70%). Entre 20-30% de los casos corresponden con el estado de diferenciación más 

maduro -preB-, los blastos expresan cadenas mu citoplásmica (cyt-μ). Es característica la 

ausencia de inmunoglobulina de superficie, pero su presencia no excluye el diagnóstico de 

LLA-B, puesto que entre el 2-3% de estas neoplasias presentan esta característica y son 

CD20+ (202). 

 

1.6.6.4 Genética. Las alteraciones genéticas son marcadores pronósticos importantes, 

detectándose hasta en el 75% de las leucemias linfoblásticas (206). Las alteraciones 

citogenéticas en neoplasias de precursores B se consideran en varios grupos: hipoploidías, 

hipodiploidías <50, hiperdiploidías >50, translocaciones y pseudodiploidías (202):  

LLA- t(9;22)(q34;q11.2); BCR/ABL  

LLA- (v;11q23); re-arreglo MLL  

LLA- t(12;21)(p13;q22); TEL/AML1  

LLA- t(1;19)(q23;p13.3); PBX/E2A  

LLA- hipodiploide  

LLA- hiperdiploide >50  

 

Estos hallazgos son de importancia pronóstica y son usados para modificar tratamientos 

en enfermedad pediátrica (206). Con los tratamientos actuales, los grupos de buen 

pronóstico son: hiperploidía entre 51 y 65 cromosomas, correspondiente a DI (contenido 

de DNA) por citometría de flujo de 1.16 a 1.6; y t (12; 21) (p12; q22), la cual es resultado 

de la fusión del gene TEL en 12p13 con el gen del factor codificante de transcripción AML1 

en 21q22. Los hallazgos relacionados con pobre pronóstico son: 1) t (9; 22), la cual resulta 

de la fusión de BCR en 22q11.2 y el gen de tirosina quinasa citoplásmica ABL en 9q34, y 

produce una proteína de fusión en niños p190kd BCR/ABL y en la mitad de casos de 

adultos p210kd y los restantes p190 (predomina en LMC). 2) LLA de precursores B en 

estados tempranos de diferenciación pueden tener t(4;11) con fusión del gen MLL en 

11q23 que codifica una proteína putativa que liga DNA y AF4 en 4q21; otra translocación 

en 11q23 resulta de la fusión del locus MLL con otras parejas de genes. LLA con 

anormalidades 11q23 pueden surgir también relacionadas a la terapia de leucemia 

secundaria a etopósido. 3) t (1; 19), encontrada en el 25% de las LLA-B de niños con 

expresión citoplásmica de mu, fusiona el gen que codifica el factor de transcripción E2A en 

19p13.3 con PBX en 1q23, asociado con pobre pronóstico. 4) La hipodiploidía está 

asociada con pobre pronóstico. Otras anormalidades del(6q), del(9p), del(12p), 
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hiperploidías <51, triploidía cercana y tetraploidía cercana) se asocian con pronóstico 

intermedio(203). 

 

1.6.6.5 Diagnóstico diferencial. Los diagnósticos diferenciales de leucemia linfoblástica 

B incluyen LLA-T, Leucemia mieloide aguda (LMA) con mínima diferenciación, y médula 

ósea reactiva con incremento de hematogonias. Las dos primeras son diferenciables por 

inmunofenotipo. Las hematogonias se pueden incrementar en niños y en adultos mayores 

con desórdenes tales como anemia ferropénica, neuroblastoma y púrpura 

trombocitopénica idiopática, o posterior a terapia citotóxica. Estas células tienen una 

relación núcleo/citoplasma muy alta y una cromatina nuclear homogénea; los núcleos 

muestran indentación o hendiduras. No se identifican usualmente nucléolos y estas células 

no se observan en sangre periférica (197). 

 

1.6.7 Estratificación del riesgo y establecimiento del pronóstico 
 

La estratificación de riesgo se basa en características clínicas, inmunológicas y 

citogenéticas para predecir el desenlace de la enfermedad y brindar una terapia óptima. 

Para tal fin se han definido tres estratos de riesgo: estándar, medio y alto, denominados 

por algunos como bajo, estándar y alto, aunque la mayoría de centros sólo emplea los dos 

últimos. En general, los de bajo riesgo tienen mejor desenlace, requieren terapia menos 

intensiva y tienen menos probabilidad de recurrencia (203). 

 

Las Leucemias Linfoblásticas B son generalmente leucemias de buen pronóstico. En el 

grupo pediátrico la tasa de remisión completa es del 95%, y en adultos entre 60-85%. La 

tasa de sobrevida libre de eventos es del 70% en niños; aproximadamente, el 80% de los 

niños aparentan curación (206). Los grupos de riesgos pediátricos de LLA-B se basan en 

perfiles citogenéticos, edad, conteo de leucocitos, sexo y respuesta a la terapia inicial. En 

edad pediátrica, más del 50% de los pacientes tienen buen pronóstico relacionado con 

cariotipos de hiperploidías o cambios genéticos t (12; 21) con supervivencia a largo plazo 

del 85-90%. Las características genéticas son importantes pero resultan heterogéneas si 

se tienen en cuenta otros factores (203). Factores predictivos para remisión durable y 

supervivencia prolongada son edad entre 4 y 10 años, hiperploidías (54-62 cromosomas) 

con trisomías 4, 10 y/o 17, t (12; 21) (p13; q22) y conteo normal o bajo de leucocitos al 

diagnóstico. Los factores adversos incluyen edad <1 año, t(9;22)(q34;q11.2) y 
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t(4;11)(q21;q23) (197). Las hipoploidías presentan relación directamente proporcional con 

el pronóstico: a menor número de cromosomas, menor supervivencia (206). 

 

1.6.8 Tratamiento 
 

El tratamiento inmediato de la LLA requiere manejo efectivo de los efectos colaterales de 

la enfermedad, destrucción de las células tumorales, y manejo apropiado de los efectos 

adversos del tratamiento. Establecido el grupo de riesgo al que pertenece el paciente se 

diseña la terapia. En el grupo de bajo riesgo (40%) se emplean antimetabolitos estándar. 

Mientras que en pacientes de riesgo estándar (51%) y alto riesgo (9%), el tratamiento es 

más intenso evitando la aparición de resistencias. Los pacientes de más alto riesgo son 

candidatos a trasplante de células madre luego de la primera remisión (203). Determinado 

el riesgo, se establece el tratamiento buscando inducir la remisión, prevenir la infiltración 

leucémica al sistema nervioso central, y ofrecer terapia de mantenimiento prolongada (2 a 

3 años). Un resumen de los fármacos empleados en el tratamiento de leucemia junto con 

sus efectos adversos se presenta en la Tabla 9. Por último, es válido anotar que las 

recurrencias se correlacionan con dosis inadecuadas más que a resistencia tumoral, por 

lo que la individualización de la terapia ha generado mejores resultados. Sin embargo, la 

resistencia es un problema en ciertos casos. La resistencia de novo puede ser analizada 

in vitro por ensayo de citotoxicidad con metil-tiozol-tetrazolio (MTT), in vivo por el tiempo a 

la depuración de blastos, y la medición de EMR determina la emergencia de nuevas 

resistencias (201). 
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Tabla 9. Medicamentos empleados en la terapéutica de la LLA. 

Tratamiento Tipo Efectos adversos 

Prednisona 

Dexametasona 

Glucocorticoides sintéticos Hiperglicemia, hipertensión, cambios del ánimo, 

acné, ganancia de peso, hepatomegalia, 

necrosis avascular del hueso, osteoporosis  

Metotrexate Análogo del Folato, antimetabolito Náusea/vómito (NV), disfunción hepática, 

mielosupresión, fotosensibilidad, 

leucoencefalopatía, osteoporosis. 

Administración intratecal: cefalea, fiebre, 

convulsiones  

Vincristina Alcaloide Neuropatía periférica, constipación, 

convulsiones, pérdida de peso, celulitis química  

Doxorrubicina 

Daunorrubicina 

Antraciclina NV, pérdida de peso, mucositis, mielosupresión, 

celulitis química, cardiomiopatía  

L-asparaginasa Enzima NV, reacciones alérgicas, hiperglicemia, 

pancreatitis, disfunción hepática, trombosis y 

encefalopatía  

6-mercaptopurina Análogo de purinas NV, mucositis, mielosupresión, fotosensibilidad, 

disfunción hepática, osteoporosis  

Etoposido Epipodofilotoxina NV, pérdida de peso, mucositis, mielosupresión, 

reacciones alérgicas, LMA  

Citarabina Antimetabolito NV, fiebre, rash, mucositis, mielosupresión, 

disfunción hepática, conjuntivitis, infertilidad  

Ciclofosfamida Agente Alquilante NV, cistitis hemorrágica, mielosupresión, 

SIADH, pérdida de peso, cáncer de vejiga, LMA, 

infertilidad  

Radiación SNC Radiación Pérdida de peso, somnolencia postratramiento, 

convulsiones, disfunción neurológica y 

endocrina, pérdida de peso, osteoporosis, 

tumores cerebrales  

 

Tomado de: Redaelli A, Laskin BL, Stephens JM, Botteman MF, Pashos CL (2005) A systematic literature review of the 

clinical and epidemiological burden of acute lymphoblastic leukaemia (ALL). Eur J Cancer Care (Engl) 14: 53-62(203) 
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1.7 Línea celular Reh 
 

La línea celular Reh (ATCC® CRL-8286™) proviene de células obtenidas en 1973 de una 

paciente de 15 años de edad con diagnóstico de leucemia linfoblástica aguda  de 

precursores B (LLA de primera recaída). Son células redondas, pequeñas con morfología 

linfoblástica que crecen en suspensión. Tiene el siguiente perfil de expresión de 

marcadores CD3 (-), CD10 (+), CD13 (-), CD19 (+), CD34 (-), CD37 (-), CD38 (+), cyCD79a 

(+), CD80 (-), CD138 (+), HLA-DR (+), ms/cyIgG (-), sm/cyIgM (-), sm/cykappa (-), 

sm/cylambda (-). El cariotipo es humano pseudo diploide - 46 (44-47) <2n> X,-X, 16, del 

(3) (p22), t (4; 12; 21; 16) (q32; p13; q22; q24.3) -inv (12) (p13q22), t (5; 12) (q31-q32; p12), 

der (16) t (16; 21) (q24.3; q22) - línea lateral con inv (5) der (5 ) (p15q31), es positiva para 

la translocación t (12; 21) que lleva el gen de fusión ETV6-RUNX1. El análisis viral de esta 

línea celular reporta que es EBV -, HBV -, HCV -, HHV-8 -, HIV -, HTLV-I/II -, SMRV -. El 

nivel de bioseguridad de manejo es 1 y el tiempo de doblaje poblacional es de alrededor 

de 50 a 70 horas. Inicialmente después de la descongelación las células pueden ser 

difíciles de cultivar y deben ser mantenidas con una densidad alta (> 2 x 106 células/ml); 

estas células crecen lentamente y  la densidad mínima a cultivo debe ser de 0,5 x 106 

células/ml; se recomienda que las células sean cultivadas inmediatamente luego de la 

descongelación en medio RPMI con 20% de suero fetal bovino (FBS) en una placa de 24 

pozos; después de la descongelación la viabilidad generalmente disminuye durante los 

primeros días, pero las células se recuperan después. Se recomienda no cambiar el medio 

de cultivo durante este tiempo. 

http:www.atcc.org/products/all/CRL8286.aspx·7301B7F956944F8382B6192957C08A3 

(fecha de consulta 30 de Julio de 2018). 

 

 

 

 

 





 

 
 

2. Capítulo 2. Marco contextual 

 

2.1 Antecedentes 

 

Dentro de los diversos objetos de estudio de la biología celular, el uso de virus oncolíticos 

como tratamiento contra el cáncer no es novedad. Sin embargo, fue en años recientes que 

la investigación en este campo ha demostrado avances significativos. Los primeros 

estudios, realizados en cáncer de cuello uterino, fueron documentados por Dock(214) en 

1904 y DePace(215) en 1912, quienes concibieron la idea de que el potencial que tienen 

los virus para lisar células podría ser usado para destruir las neoplásicas. En estos reportes 

se informó sobre regresiones tumorales generadas como un evento posterior a las 

respuestas incompletas o transitorias generadas por la infección con los virus de la 

influenza y de la rabia, respectivamente. De igual modo, desde mediados de la década de 

1960 se han reportado casos de este tipo, asociados a infecciones virales, como la viruela, 

herpes zoster,  hepatitis o sarampión (41, 43, 55). El avance en el desarrollo de la biología 

molecular y la bioquímica tumoral, ha permitido la reanudación de estas labores 

investigativas, permitiendo modificar algunos virus para darles mayor capacidad de 

infección y destrucción selectiva de células tumorales. En la actualidad, los virus oncolíticos 

se estudian en modelos in vitro e in vivo en ratones y humanos (55). (Ver Tabla 2). 

 

Trabajos previos realizados en el Laboratorio de Biología molecular de Virus de la Facultad 

de Medicina, de la Universidad Nacional de Colombia, han reportado algunas moléculas 

asociadas tanto in vivo como in vitro en el proceso de infección por el rotavirus tales como 

las proteínas integrina αV3, PDI y Hsc70 (22, 28, 29, 92, 216). Estos resultados han sido 

corroborados por otros investigadores en el mundo(25, 193). Igualmente, diferentes 

autores han encontrado que estas proteínas son marcadores de progresión tumoral en el 

cáncer de mama, retinopatía asociada a cáncer, el glioma invasivo, eritroleucemia, el 

cáncer colon-rectal y el carcinoma de células escamosas (166, 184, 196, 217, 218). 

Adicionalmente, en nuestro laboratorio, durante 3 años se seleccionaron en líneas 

celulares tumorales, 5 aislamientos rotavirales, incluyendo el rotavirus que se utilizará en 

este trabajo el WT1-5, capaces de utilizar diferentes HSPs durante el proceso infeccioso.  
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Siguiendo las recomendaciones del "The international conference on harmonisation of 

technical requirement for registration of pharmaceuticals for human use" (ICH) respecto al 

diseño y uso de agentes virales oncolíticos es necesario en primer lugar desarrollar 

estudios en modelos in vitro que determinen las características replicativas diferenciales 

del virus en tejido neoplásico (70). Este requerimiento general se ha evaluado en trabajos 

previos realizados en el Laboratorio de Biología Molecular de Virus de la Facultad de 

Medicina de la Universidad Nacional de Colombia, en  diferentes líneas tumorales como la 

línea celular de leucemia mieloide humana U937, leucemia linfoblástica aguda Reh, 

mieloide de ratón Sp2/0-Ag14, cáncer de estómago Kato III, cáncer de pulmón A549, 

cáncer de mama MDA-MB-231, cáncer de próstata PC-3; como control se utilizaron células 

normales no tumorales. En general los resultados fueron similares para todas las líneas 

tumorales examinadas, con pequeños cambios. Se determinó que 5 aislamientos 

rotavirales seleccionados previamente en este mismo laboratorio (WWM, WTEW, TRUYO, 

ECWt-O y Wt1-5, no reportados aun en artículos), infectan líneas tumorales con mayor 

eficiencia, respecto a los mismos rotavirus parentales (Wa, Wi, 69M, TRF, RRV, UK, YM, 

ECwt, Wt1, Wt2, Wt3, Wt4 y Wt5). Se determinó así mismo el título viral para cada uno de 

los aislamientos rotavirales, evaluando la producción de viriones y la capacidad de lisar las 

células tumorales analizadas. Se encontró que la infección ocurre tempranamente desde 

las 4 h.p.i. e incluso con multiplicidad de infecciones bajas (MOI) de 0.5, ocurre lisis celular 

a las 24 horas en la mayoría de la población celular. Estos resultados sugieren que la 

cantidad de viriones infecciosos se incrementa sobre el curso de la infección y es 

oncolítico. Se evaluó el efecto citotóxico producido por los rotavirus mediante las técnicas 

de yoduro de propidio, Hoechst, Anexina V, azul tripán, ADP-ribosa, fosfatidilserina y 

TUNEL. En estos trabajos se determinó la expresión de las proteínas HSPs (Hsp90, 

Hsp70, Hsc70, Hsp60, Hsp40), integrina vβ3 y PDI en la superficie de la membrana 

citoplasmática de las células por medio de citometría de flujo, inmunoflorecencia o confocal 

(219-221). Se determinó que los 5 aislamientos rotavirales seleccionados, examinados en 

las líneas celulares mencionadas, utilizan las proteínas de choque térmico durante el 

proceso infeccioso,  puesto que al incubar las células con anticuerpos anti-HSPs, Anti-PDI 

y anti-integrina β3 y luego retarlas con los rotavirus, se observó disminución del porcentaje 

de células positivas para antígenos virales, en diferente grado para cada anticuerpo y para 

cada aislado rotaviral, sugiriendo que estos rotavirus utilizan diferencialmente estas 

proteínas de la membrana durante el proceso infeccioso (221).  Igualmente se encontró 

interacción de los rotavirus con las HSPs de las membranas citoplasmáticas de las líneas 
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celulares tumorales al incubar el rotavirus con las células integras, con fracciones de 

membrana citoplasmática o con fracciones proteicas enriquecidas con Hsp 90, 70 o 60. En 

estos trabajos se encontró que dicha unión disminuye si las membranas citoplasmáticas 

se pre-incuban con anticuerpos anti-HSPs. Igualmente la unión del rotavirus a las 

membranas disminuye si el virus se pre-incuba con proteínas HSPs o con péptidos 

específicos de las HSPs, sugiriendo que la unión es específica. También se encontraron 

cambios en la infección por rotavirus tras inhibir las HSPs, utilizando reactivos reportados 

como inhibidores de las mismas (220). 

 

Los aislados de rotavirus no infectaron células normales (no tumorales), como las células 

mononucleares de sangre periférica (PBMCs) humanas o la línea celular de fibroblastos 

de ratón, L929. Sin embargo, estas células se infectaron con éxito después de someterlas 

a choque térmico (221). En conclusión, los aislados de rotavirus infectan y lisan las líneas 

celulares tumorales examinadas, ingresan utilizando diferencialmente las HSPs (Hsp90, 

Hsp70, Hsc70, Hsp60 o Hsp40), PDI y la integrina αvβ3 de membrana citoplasmática, 

sugiriendo que han adquirido ganancia de función para utilizar proteínas de choque térmico 

(HSPs), con excepción de Hsc70 que ya había sido reportada, como moléculas implicadas 

en el proceso infeccioso de los tumores estudiados. Puesto que las HSPs se encuentran 

como marcadores de progresión tumoral en la mayoría de tumores, nuestros hallazgos 

sugieren que estos aislados virales pueden ser potenciales virus oncolíticos, resultado que 

es novedoso porque en la literatura no se encuentran antecedentes del uso del rotavirus 

como virus oncolítico.  

 

2.2 Formulación del problema 
 

En estudios previos realizados en el Laboratorio de Biología molecular de Virus de la 

Facultad de Medicina, se encontró que el rotavirus Wt1-5 adaptado infecta y lisa las líneas 

celulares tumorales de linfoma histiocítico U937, cáncer de estómago KATO III, cáncer de 

Pulmón A549, cáncer de mama MCF-7 y MDA-MB-231, cáncer de próstata PC-3, mieloma 

de ratón Sp2/0-Ag14.(219-221) Los hallazgos encontrados para el aislamiento Wt1-5 en 

las líneas evaluadas, muestran que este rotavirus emplea diferencialmente las  HSPs 

(Hsp90, Hsp70, Hsc70, Hsp60 o Hsp40), PDI y la integrina αvβ3 de membrana 

citoplasmática durante el proceso infeccioso. Por otro lado, las HSPs han sido reportadas 

como marcadores de progresión tumoral en algunas neoplasias, en especial en tumores 
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sólidos. Sin embargo, no se ha determinado la expresión de estas proteínas en cultivos 

primarios de células tumorales de pacientes diagnosticados con leucemia linfoblástica 

aguda, ni se ha evaluado si rotavirus Wt1-5 adaptado infecta y lisa este tipo de células 

neoplásicas o la línea leucemia linfoblástica aguda Reh, disminuyendo la viabilidad celular. 

 

2.3 Justificación 
 

Siguiendo las recomendaciones del ICH respecto al diseño y uso de agentes virales 

oncolíticos es necesario en primer lugar desarrollar estudios en modelos in vitro que 

determinen las características replicativas diferenciales del virus en el tejido 

neoplásico(70). Por esta razón, es necesario determinar en cultivos primarios de células 

de leucemia linfoblástica de precursores B provenientes de pacientes con diagnóstico de 

leucemia en fase aguda, si son susceptibles a la infección y al efecto oncolítico del rotavirus 

Wt1-5 adaptado, previamente examinado en el Laboratorio de Biología molecular de Virus 

de la Universidad Nacional de Colombia. Lo anterior resulta importante porque las células 

tumorales procedentes directamente del paciente pueden comportarse de manera 

diferente a las líneas tumorales de referencia. Adicionalmente, hay heterogeneidad en la 

población celular del paciente (células normales, moderadamente diferenciadas e 

indiferenciadas), mientras que las líneas establecidas son más o menos homogéneas. En 

este sentido, este trabajo implica investigación básica que nos aportará más evidencias, 

que en un futuro nos permitirán proponer a este aislamiento como un virus oncolítico, es 

decir, si el rotavirus Wt1-5 puede utilizarse como un producto biotecnológico en la lucha 

contra el cáncer. Adicionalmente, se busca que este conocimiento nos permita a futuro 

desarrollar un modelo murino que posibilite estudiar la seguridad clínica al administrar el 

rotavirus intratumoralmente.  

 

2.4 Objetivos 
 

2.4.1 Objetivo general 

 

 Establecer los efectos que tiene la infección por el rotavirus adaptado oncolítico 

Wt1-5 sobre las señales celulares relacionadas con muerte y estrés celular en 

cultivos primarios de células de leucemia linfoblástica aguda de precursores B.  
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2.4.2 Objetivos específicos 

 

1. Determinar la capacidad infecciosa del rotavirus adaptado oncolítico Wt1-5 en 

cultivos primarios de células de leucemia linfoblástica aguda de precursores B. 

 

2. Evaluar las señales de citotoxicidad relacionadas con muerte celular en cultivos 

primarios de células de leucemia linfoblástica aguda de precursores B inoculadas 

con el rotavirus adaptado oncolítico Wt1-5. 

 

3. Establecer la participación de las proteínas de choque térmico (Hsp90, Hsp70, 

Hsp60, Hsp40, Hsc70), PDI y la integrina αVβ3 de la membrana  

 

4. Establecer la participación  de las proteínas de choque térmico (Hsp90, Hsp70, 

Hsp60, Hsp40, Hsc70), PDI y la integrina αVβ3 de la membrana citoplasmática  

durante el proceso infeccioso del rotavirus Wt1-5 adaptado en células de cultivos 

primarios de leucemia linfoblástica aguda de precursores de B. 

 

5. Caracterizar el electroferotípo y genotipo del rotavirus adaptado oncolítico Wt1-5. 
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3. Capítulo 3. Materiales y métodos 

 

En este capítulo se incluye todos los parámetros técnicos y metodológicos tenidos en 

cuenta para el diseño y ejecución de este trabajo. Es importante mencionar con antelación 

que los ensayos con el rotavirus Wt1-5 adaptado no tuvieron ninguna injerencia sobre los 

pacientes, ni sobre los médicos que atendieron a los pacientes. 

 

3.1 Diseño 

 

El presente estudio  se desarrolló sobre muestras de sangre periférica provenientes de 

pacientes en edad pediátrica, manejados en la Fundación Hospital de la Misericordia 

(HOMI). La toma de la muestra necesaria para la ejecución del proyecto se efectuó 

simultáneamente con la toma de las demás muestras realizadas durante la atención del 

paciente con el propósito de no efectuar venopunciones adicionales. El estudio fue 

aprobado por el comité de ética de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de 

Colombia y el comité de ética de la Institución Hospitalaria, y contó con la autorización 

registrada bajo la firma de un consentimiento informado por los padres o tutores del 

paciente (Anexo 4) y mediante la firma de un asentimiento informado en los casos que lo 

ameritaron (Anexo 5). 

 

3.1.1 Universo  

 

Pacientes en edad pediátrica (entre 0-18 años) atendidos en la Fundación Hospital de la 

Misericordia (HOMI) con diagnóstico de leucemia linfoblástica aguda.  

 

3.1.2 Muestra 

 

Se colectaron muestras de sangre periférica de 34 pacientes en edad pediátrica (0-18 

años) que fueron atendidos en la Fundación Hospital de la Misericordia (HOMI) durante el 

un periodo de tiempo de dos años, con diagnóstico inmunofenotípico de leucemia 

linfoblástica aguda de precursores B confirmado en aspirados de medula ósea (AMO).  
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3.1.3 Selección de casos 
 

Se identificaron los pacientes con diagnóstico inmunofenotípico de leucemia linfoblástica 

aguda de precursores B, en la base de datos del servicio de oncohematología pediátrica 

de la Fundación Hospital de la Misericordia (HOMI). 

 

3.1.3.1 Criterios de inclusión  

 

- Pacientes de sexo masculino o femenino en edad pediátrica (0-18 años) con diagnóstico 

inicial de leucemia linfoblástica aguda de precursores B.  

- Pacientes con diagnóstico inicial de leucemia linfoblástica aguda de precursores B, que 

no hayan iniciado tratamiento.  

- Pacientes de riesgo bajo, intermedio (estándar) y alto al momento del diagnóstico.  

- Pacientes con recuentos de leucocitos en sangre periférica > 5000 cel/mm3.  

- Pacientes con presencia de > 20% de blastos en sangre periférica.  

- Pacientes con autorización para toma de muestra mediante consentimiento informado 

firmado por los padres o tutores. 

- Pacientes con autorización para la toma de muestra mediante asentimiento informado en 

los casos que este fue requerido.  

 

3.1.3.2 Criterios de exclusión 

 

- Pacientes con diagnóstico de linfoma.  

- Pacientes con diagnóstico de  leucemia linfoblástica aguda de precursores T. 

- Pacientes con diagnóstico de  leucemia mieloide aguda. 

 

Nota: Los anteriores criterios de exclusión fueron tenidos en cuenta debido a que se 

pretendió evaluar el comportamiento oncolítico del rotavirus Wt1-5 sobre un linaje celular 

específico.  

 

- Pacientes con sepsis.  

- Pacientes con trastornos de la coagulación.  
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Tabla 10. Lista de Variables evaluadas. 

VARIABLE DEFINICIÓN TIPO DESCRIPCIÓN FUENTE CÓDIGO 

Género (*) 

Características que 
clasifican al individuo 
como hombre o 
mujer 

Cualitativa 
Nominal 
 

% HC 
1. Hombre 
2. Mujer 

Edad (*) 
Años cumplidos al 
momento del 
diagnóstico 

Cuantitativa 
discreta 
 

años HC  

Riesgo (*) 
Tipo de riesgo 
asignado para el 
tratamiento 

Cualitativa 
nominal 
 

 HC 
1. Bajo 
2. Intermedio 
3. Alto 

Leucocitos (*) 
Número de 
leucocitos al 
diagnóstico 

Cuantitativa 
Continua 
 

Células/mm3 HC  

Inmunofenotipo 
(*) 

Tipo de 
inmunofenotipo al 
diagnóstico 

Cualitativa 
Nominal 
 

  

1. Pro B 
2. Pre B 
3. B común 
4. Mixta 

Blastos (*) 

Porcentaje de 
blastos en sangre 
periférica al 
diagnostico 

Cuantitativa 
Continua 
 

% HC  

Cariotipo MO (*) 
Análisis de cariotipo 
al diagnóstico 

Cualitativo 
Nominal 
 

 HC  

Porcentaje de 
infección 

Porcentaje de 
células de cultivo 
primario positivas 
para antígenos 
rotavirales 

Cuantitativa 
Continua 

%   

Muerte celular 

Mecanismo de 
muerte celular 
generado durante la 
inoculación con 
rotavirus  

Cualitativa 
Nominal 

  
1. Apoptosis 
2. Necrosis 
 

- Cuantitativa 
Continua 

%   

Expresión de 
HSPs 

Intensidad y 
porcentaje de 
expresión de las 
HSPs (90, 70,60,40 ) 
y Hsc70 en la 
membrana 
citoplasmática de las 
células de cultivos 
primarios 

Cuantitativa 
Continua 

%   

Intensidad media 
de fluorescencia 

  

Uso de las HSPs 

Unión de antígenos 
rotavirales a las 
proteínas HSPs (90, 
70,60,40) y Hsc70 

Cuantitativa 
Continua 

% 

  Índice de 
colocalización 

 
Nota: Las variables con asterisco (*) son parámetros que se evalúan de forma rutinaria dentro del protocolo de manejo 
establecido por el Hospital de la misericordia para los pacientes con diagnóstico de leucemia linfoblástica aguda.  

 

3.1.4 Línea celular 

 

La línea celular humana de leucemia linfoblástica aguda Reh (ATCC® CRL-8286™) fue 

gentilmente donada por el Dr. J. P. Vernot (Facultad de Medicina de la Universidad 

Nacional de Colombia). Se cultivó en frascos T-25 (Corning)  con medio RMPI 1640 (Sigma-
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Aldrich®) suplementadas con 10 %  (v/v) de suero fetal bovino (FBS) (Gibco®) más 20 

U/ml de Penicilina con 40 U/ml de estreptomicina (Invitrogen®), incubada en atmosfera 

humidificada con 5% de CO2 a 37°C. El cultivo fue mantenido por adición o reemplazo de 

medio de cultivo fresco cada 2 a 3 días.  

 

3.1.5 Stock de rotavirus 
 

El rotavirus Wt1-5 proviene de la adaptación al crecimiento en cultivo en células tumorales 

de cinco aislamientos rotavirales (Wt1, Wt2, Wt3, Wt4, Wt5) purificados previamente de 

materia fecal de niños con diarrea confirmada por rotavirus (37, 222, 223). Se cultivó y 

purificó el rotavirus en células Reh mediante gradiente de densidad discontinuo de cloruro 

de cesio (CsCl) (densidades 1.4157, 1.3039, 1.2070 y sacarosa al 30%) (224). Las 

partículas virales purificadas fueron almacenadas en alícuotas de Buffer TMS. El virus se 

activó mediante tratamiento con tripsina (1 µg/ml) (Chimie Sigma Aldrich, St. Quentin 

Fallavier, Francia) a 37°C durante 20 minutos. 

Nota: El “Stock” viral contenía un título aproximado de 2.5 X 105 UFF/ml, determinado 

previamente mediante la realización de un ensayo de dilución máxima del aislamiento viral 

en la línea celular Reh. 

 

3.1.6 Titulación de rotavirus 
 

El titulo viral y la estabilidad del rotavirus Wt1-5 fueron medidas analizando las unidades 

formadoras de foco mediante ensayo de dilución seriada del stock en la línea celular Reh. 

Platos de 48 pozos fueron sembrados con 2 x 105 células Reh por pozo con medio RPMI 

1640 (Sigma-Aldrich®) sin suplemento de FBS e infectadas con diluciones seriadas del 

Stock viral. Después de 1 hora de incubación a 37°C, la solución viral fue removida y las 

células fueron mantenidas por 11 horas adicionales adicionando medio de cultivo fresco. 

12 horas post infección (h.p.i) las células fueron fijadas con paraformaldehído al 4% (v/v) 

en buffer fosfato salino (PBS). Mediante inmunocitoquímica se determinó la expresión de 

antígenos virales y se realizó el conteo de las unidades formadoras de foco (224).  

 

3.1.7 Inactivación del rotavirus por irradiación UV 
 

El Rotavirus Wt1-5 fue inactivado mediante exposición a 720 milijoules de irradiación UV 

usando una lámpara de luz UV (Hoefer UVC 500. Ultraviolet Crosslinker) para entrecruzar 
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el RNA, sometiendo alícuotas de 50µl de un stock vital de 1,2x1010 ufp/ml. Los ensayos de 

viabilidad celular y activación de señales de muerte celular fueron desarrollados como se 

describió anteriormente usando el virus inactivado en la línea Reh para comparar el efecto 

de la replicación viral sobre la viabilidad celular. Este tratamiento entrecruza 

irreversiblemente el RNA viral, pero no altera la función de hemaglutinación ni las 

características antigénicas de la proteína del rotavirus (225). 

 

3.1.8 Análisis del dsRNA rotaviral 
 

Para determinar el electroferotipo del rotavirus se tomaron alícuotas (50µl) de los stocks 

de virus Wt1, Wt2 y Wt1-5 previamente purificados en gradiente de densidad con CsCl. Se 

adicionó Buffer de lisis (260 mM de Tris-HCl pH 8, 90 mM EDTA, 1.3 %de SDS, 680 mM 

de NaCl y 0,1% de 2-ME). Se extrajo el dsRNA con Fenol-Cloroformo (1:1). Se precipitó la 

fase acuosa con 2 volúmenes de etanol absoluto a -70 °C. Se resuspendió el dsRNA 

rotaviral en Buffer de carga (62 mM de Tris pH 6.8, 2% (w/v) de SDS, 0.001% (w/v) de azul 

de bromofenol y 10% (v/v) de glicerol). El electriferotipo del dsRNA extraído se realizó 

mediante electroforesis SDS-PAGE (8%) usando el sistema de Buffer Laemmli y el 

desarrollo del gel con tinción de plata (226, 227).  

 

3.1.9 Infección de las células  
 

Las células Reh fueron centrifugadas a 400 x g durante 5 minutos, se descartó el medio 

de cultivo y se le realizaron dos lavados con medio RPMI para retirar el suero fetal bovino 

o el suero, inmediatamente se les adicionó medio de cultivo RPMI sin FBS, se sembraron 

2.0 x 105 células por pozo en un volumen 300 μl, en cajas de 48 pozos y se incubaron a 37 

°C con 5% de CO2. Las células Reh fueron retadas con varias multiplicidades de infección 

(MOI) desde 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1, 2, 3 y 6 del rotavirus Wt1-5 adaptado previamente 

activado con 1 g/ml tripsina a 37 ºC durante 30 minutos. El virus se adicionó a las células 

en ausencia de FBS. Como controles se establecieron células a las cuales no se les inoculó 

rotavirus y células a las que se les inoculó con el aislamiento Wt1-5 previamente inactivado 

con luz UV con las mismas MOI.  Las células se cosecharon a las 24 h.p.i., se fijaron con 

paraformaldehído al 4% (vol/vol) en buffer fosfato salino (PBS) por 30 minutos a 

temperatura ambiente y se realizaron dos lavados con PBS; las células se resuspendieron 



64 Caracterización del potencial oncolítico del aislamiento rotaviral Wt1-5 en cultivos primarios de leucemia 

linfoblástica aguda de precursores B 

 

 
en PBS con 0,02% (peso/vol) de azida de sodio almacenándolas a 4°C hasta su 

procesamiento (No mayor a 10 días).  

 

3.1.10 Ensayo de re-Infección de la línea tumoral Reh para determinación del ciclo 
infeccioso 

 

Para determinar el periodo de tiempo que se tarda el rotavirus Wt1-5 adaptado en cumplir 

un ciclo viral en las células Reh (etapas de fijación, penetración, desenvolvimiento, síntesis, 

ensamble y liberación), las células REH fueron inoculadas con rotavirus como se describe 

previamente con MOI de 1 y 2 y se colectaron alícuotas a las 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 36 y 48 

h.p.i. Dichas células se congelaron-descongelaron dos veces, se sometieron a 

centrifugación a 700 g, al sobrenadante se le adicionó tripsina (1 g/ml) durante 30 

minutos. Seguidamente, el lisado se inoculo de nuevo en la línea celular Reh. Luego de 12 

h.p.i., las células fueron analizadas para determinar la producción de títulos infecciosos 

mediante la determinación de las proteínas estructurales de rotavirus empleando 

anticuerpos de conejo mediante ensayos de inmunocitoquímica e inmunofluorescencia.  

 

3.1.11 Inmunocitoquímica para evaluación de la expresión de antígenos rotavirales 
en las células Reh 

 

Para este ensayo las células Reh fueron dispensadas sobre láminas cubreobjetos, se 

permeabilizaron con triton X-100 al 0.1% (vol/vol) por 5 minutos a temperatura ambiente y 

se realizaron dos lavados adicionando PBS durante 5 minutos. Se adicionó suero hiper 

inmune contra proteínas estructurales del rotavirus (1:2000 vol/vol) generado en conejo en 

nuestro laboratorio, al cual previamente se le descartó reacción cruzada para antígenos 

celulares. El anticuerpo se incubo 1 h a 37 °C, se realizaron dos lavados con PBS, se 

adicionó el anticuerpo secundario burro-anti-conejo IgG-conjugado con peroxidasa (HRP, 

0.13 μg/ml, Santa cruz Biotechnology®) y se incubó 1 h a 37 °C. Las células se lavaron 

dos veces con PBS y se revelo el ensayo utilizando como sustrato 0.64 mg/ml 

aminoetilcarbazol (AEC), buffer acetato (acetato de sodio 30 mM, ácido acético 12 mM), 

pH 5.0 y peróxido de hidrógeno al 0.36%. Para la evaluación de los antígenos virales se 

tomaron diez fotografías representativas de cada laminilla en un microscopio de luz 

convencional (VanGuard) con el objetivo de 40 X. El porcentaje de células positivas para 

antígenos rotavirales fue determinado en el total de la población contando al menos 1000 

células por tratamiento, determinando así el número de células positivas y negativas en 
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cada laminilla; el número de células positivas se dividió por el total de células (infectadas 

más no infectadas). Para el conteo se utilizó el programa ImageJ 1.44 Java 1.6.0_20 de 

32-bit.  

 

3.1.12 Citometría de flujo para evaluación de la expresión de antígenos rotavirales 
en las células Reh 

 

Las células Reh fueron inoculadas con el rotavirus Wt1-5 adaptado como se describió 

anteriormente, con MOI de 1 y 2. Las células se fijaron luego de 24 h.p.i. con 

paraformaldehído al 4% en PBS a temperatura ambiente durante 30 minutos, se lavaron 

dos veces con PBS, se permeabilizaron con triton X-100 al 0.5% (vol/vol) por 5 minutos a 

temperatura ambiente y se realizaron dos lavados con PBS. Para disminuir la auto 

fluorescencia celular, se adicionó 50mM de cloruro de amonio (NH4Cl2) y 0,1 M de Glicina 

en PBS durante 30 min a temperatura ambiente. A continuación se realizaron 2 lavados 

con PBS y se adicionó el suero hiper inmune contra proteínas estructurales del rotavirus 

1:2000 vol/vol diluidos en PBS + BSA al 1% durante 1 h a 37 °C, se efectuaron dos lavados 

con PBS y se adicionó el anticuerpo secundario conjugado FITC (0.88 g/ml Santa Cruz 

SC-2024) diluidos en PBS + BSA al 1% durante 30 minutos a 37 °C protegidos de la luz. 

Se detectó la fluorescencia en el Citómetro de flujo FACS canto II. Para el análisis de los 

datos se emplearon los programas FlowJo vX.0.7 o FACS Diva software (Becton 

Dickinson. BD). Anticuerpos de control de isotipo se usaron como control negativo para 

ajustar los cuadrantes. Se determinaron los datos de intensidad media de fluorescencia 

(IMF) para cada una de las variables y su control sin marcación.  

 

3.1.13 ELISA de captura para evaluación de presencia de antígenos rotavirales en 
el sobrenadante del cultivo 

 

Se determinó la presencia de antígenos rotavirales en el sobrenadante de las células Reh 

inoculadas o no con el aislamiento Wt1-5 como se describió anteriormente, con MOI desde 

0.01 hasta 6.  Para esto, el sobrenadante se analizó mediante un ensayo de ELISA en 

sándwich tipo HADAS (Heterologous Double antibody Sandwich), en microplacas de 

poliestireno de 96 pozos de fondo plano, fijando los anticuerpos del suero hiperinmune anti 

rotavirus (anti-proteínas estructurales) generados en cobayo (dilución 1:1000 en PBS+ 

BSA al 1%) al soporte insoluble durante 1 hora a 37 °C. Posteriormente se realizaron dos 

lavados con buffer de lavado (PBS+Tween 20 al 0.05%) para eliminar los anticuerpos no 

http://rsbweb.nih.gov/ij/download/win32/ij144-jdk6-setup.exe
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fijados, se bloqueó con leche descremada al 5% en PBS, se lavó la placa 2 veces con 

buffer de lavado e inmediatamente se adicionaron por triplicado 100 μl de sobrenadante. 

Como control se aplicó el sobrenadante de células inoculadas con el rotavirus adaptado 

previamente inactivado con luz UV (MOI de 2) y de los pozos donde no se adicionó ningún 

virus. Los sobrenadantes se incubaron en la placa toda la noche a 4 °C, luego se lavó tres 

veces con buffer de lavado, se adicionaron anticuerpos de suero hiperinmune anti rotavirus 

hecho en conejo (dilución 1:2000 en PBS+ BSA al 1%) y se incubó durante 1 hora a 37 °C. 

Posteriormente, la placa se lavó 2 veces y se incubó con los anticuerpos IgG anti conejo 

hechos en cabra conjugados con HRP (0.13 μg/ml en PBS + BSA al 1%, Santa cruz 

Biotechnology®) durante 1 hora a 37 °C. Luego, se lavó la placa dos veces y se revelo el 

ensayo utilizando H2O2 y OPD (o-phenylendiamine dihydrochloride). (Ref: 34062. Thermo 

Scientific), dejando incubar la reacción durante 20 minutos a temperatura ambiente. La 

reacción se detuvo mediante la adición de H2SO4 al 2N y se realizó la lectura de la placa a 

490 nm en el lector de microplacas Ultramark microplate reader. Modelo 8422 (Biorad). 

Los datos se analizaron con ayuda del programa Gen5 data analysis software (Biotek). La 

absorbancia obtenida en los controles se restó a los tratamientos y se graficó como ΔOD. 

 

3.1.14 Viabilidad celular con azul de tripan 
 

Las células Reh fueron inoculadas con el rotavirus Wt1-5 adaptado como se describió 

anteriormente con MOI desde 0.05 hasta 6. Se valoró la permeabilidad de la membrana 

citoplasmática mediante el método de exclusión con azul de Tripano. Para esto a las 

células se les adicionó azul de Tripano al 0.4 % (vol/vol) durante un minuto en relación 1:1, 

se examinó la muestra de inmediato en la cámara de Neubauer, en el microscopio invertido 

con el objetivo 40 X (Euromex). Como controles se establecieron células a las cuales no 

se les inoculo rotavirus y células tratadas con 1 mM de H2O2. Se realizó el conteo del 

número de células viables y del número total de células. 

 

3.1.15 Ensayos de proliferación celular con Cell Tracker 
 

Se colectaron las células y fueron centrifugadas a 400 x g durante 5 minutos, se descartó 

el medio de cultivo y se lavaron dos veces con medio RPMI para retirar el suero fetal 

bovino. Se resuspendieron suavemente 1.0 x 106 células/ml en la solución de trabajo de 

CellTracker™ Blue CMAC Dye (Life Technologies) preparada en medio de cultivo RPMI 
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sin suplemento de FBS a una concentración de trabajo de 0.5 μM a 37 °C.  (Concentración 

del Stock a 1mM preparado en DMSO a 10%). Las células se incubaron durante 30 minutos 

con el reactivo CellTracker™ Blue CMAC Dye a 37 °C con 5% de CO2, luego se 

centrifugaron a 400 x g durante 5 minutos para remover el reactivo. A continuación se 

sembraron 2.0 x 105 células por pozo en un volumen 300 μl de medio de cultivo RPMI sin 

FBS en cajas de 48 pozos y se incubaron a 37 °C con 5% de CO2. Las células fueron 

infectadas con Wt1-5, MOI de 1, 2, 3 y 6 previamente activado con 1 g/ml tripsina a 37 °C 

durante 30 minutos. Se realizó la medición de las unidades relativas de florescencia (RFU) 

a las 0h, 24 y 48 h.p.i. en el lector de fluorescencia de microplacas FLx800 (Bioteck) 

empleando el filtro de excitación de 370 nm y el filtro de emisión de 470 nm. Se tomaron 

cinco fotografías representativas de cada tratamiento en un microscopio de fluorescencia 

(VanGuard) con el objetivo de 60 X. Como controles se establecieron células a las cuales 

no se les inoculo rotavirus, células tratadas con 1 mM de H2O2 y células a las que se les 

inoculo con el aislamiento Wt1-5 previamente inactivado con luz UV con un MOI de 2 

durante los mismos tiempos del ensayo. 

 

3.1.16 Evaluación de lisis celular con LDH 
 

Se evaluó la actividad de la deshidrogenasa láctica (LDH) en el sobrenadante del cultivo. 

Para este ensayo las células Reh fueron inoculadas con el rotavirus Wt1-5 adaptado como 

se describió anteriormente con MOI de 1, 2, 3, 6 sin suplemento de FBS. Se recuperaron 

los sobrenadantes del cultivo a las 0, 24, 32 y 48 h.p.i. y Los sobrenadantes se procesaron 

inmediatamente fueron obtenidos. Se empleó el kit de análisis de LDH de BioSystem según 

las instrucciones del fabricante. El reactivo contiene: Reactivo A: Tris 100 mmol/L, piruvato 

2,75 mmol/L, cloruro de sodio 222 mmol/L, pH 7,2. Reactivo B: NADH 1,55 mmol/L, sodio 

azida 9,5 g/L (LDH BioSystem Cod. 12580). Las muestras se analizaron a 340 nm en el 

espectrofotómetro GENESYS™ 20 (Thermo Spectronic) en cubetas termostatizables de 

1,0 cm de paso de luz a 37 °C. Como controles se establecieron células a las cuales no se 

les inoculo rotavirus, células tratadas con 1 mM de H2O2 y células a las que se les puso el 

aislamiento Wt1-5 previamente inactivado con luz UV, con un MOI de 2. 

 

 

 



68 Caracterización del potencial oncolítico del aislamiento rotaviral Wt1-5 en cultivos primarios de leucemia 

linfoblástica aguda de precursores B 

 

 
3.1.17 Evaluación del efecto citotóxico a nivel metabólico con Resazurina 
 

Las células Reh fueron infectadas con MOI desde 0.05 hasta 6 en ausencia de FBS.  Luego 

de 12 y 24 h.p.i., se removió el medio de cultivo mediante centrifugaron a 400 x g durante 

5 minutos y se realizaron dos lavados con PBS (pH 7,3). A continuación se sembraron 6.6 

x 104 células por pozo, en placas de 96 pozos en un volumen 100 μl de medio de cultivo 

RPMI, sin FBS, con Resazurina (Amresco® Code 0695-25G) al 0.4 μM y se incubó durante 

4 horas a 37 °C con 5% de CO2. Posteriormente, las placas fueron leídas a una longitud 

de onda de excitación 535 nm y 595 nm de emisión en el lector de placas Cytation 3 Cell 

Imaging Multimode Reader (Bio-Tek). Como controles se establecieron células a las cuales 

no se les inoculo rotavirus, células tratadas con 1 mM de H2O2 y células inoculadas con el 

aislamiento Wt1-5 previamente inactivado con luz UV con un MOI de 2 durante los mismos 

tiempos del ensayo. 

 

3.1.18 Evaluación del potencial de membrana mitocondrial (delta ψm) con DiOC6(3) 
y de la permeabilidad de membrana citoplasmatica con 7-AAD 

 

Las células Reh fueron inoculadas en ausencia de FBS como se describió anteriormente, 

con el rotavirus Wt1-5 con MOI de 2. Transcurridas 24 h.p.i., 1 x106 células/ml fueron 

incubadas con 20 nM  de DiOC6(3) (3,3’-Dihexyloxacarbocyanine Iodide, Life 

Technologies, Cat: D-273) y simultáneamente con 2 μg/ml (1.6 μM)  de  7-AAD (7-

Aminoactinomycin D, Life Technologies, Cat: A1310) en buffer PBS (pH7,3) + 0.3 mM Ca2+ 

+ 0.3 mM Mg2+ + 0,2% de BSA + 0,1 % de azida de sodio durante 15 minutos a 37°C 

protegidas de la luz. Luego, las tinciones se removieron mediante centrifugación a 400 x g 

durante 5 minutos a temperatura ambiente y se realizaron dos lavados con PBS. 

Inmediatamente, las células se resuspendieron en medio de cultivo RPMI, sin FBS, y 

fueron analizadas en el Citómetro de flujo FACS canto II. Para el análisis de los datos se 

emplearon los programas FlowJo vX.0.7 o FACS Diva software (Becton Dickinson. BD). 

Como controles para ajustar los cuadrantes se emplearon células sin marcación, células 

no inoculadas con rotavirus que fueron cultivadas en presencia o no de FBS y células 

tratadas con 20nM de Doxorrubicina durante iguales tiempos de cultivo que las células 

inoculadas con rotavirus.  
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3.1.19 Evaluación de la expresión de Caspasa 8 y 3  

 

Para evaluar la expresión de Caspasa 8 y 3 se emplearon los kit de análisis de caspasas 

Vybrant ® FAM Caspase-3 and -7 Assay Kit (Life Technologies. V35118) y Vybrant ® FAM 

Caspase-8 Assay Kit (Life Technologies. V35119). Las células Reh fueron inoculadas 

previamente con el rotavirus Wt1-5 con MOI de 1 y 2, sin FBS, en cajas de 48 pozos. 

Transcurridas 24 h.p.i las células fueron recuperadas, centrifugadas a 400 x g durante 5 

minutos y se realizaron dos lavados con PBS. Luego 1 x106 células/ml, se transfirieron en 

300 μl a tubos de citometría, inmediatamente se adicionaron 10 μl del reactivo de trabajo 

FLICA (30X) directamente a la suspensión celular, se mezcló e incubó protegiendo de la 

luz durante 60 minutos a 37 °C con 5% de CO2.  Posteriormente se realizaron dos lavados 

con 1 ml de Buffer de lavado del kit y las células fueron precipitadas mediante 

centrifugación a 400 x g durante 5 minutos. Se descartó el sobrenadante y las células 

fueron resuspendidas en 400 μl del mismo Buffer.  Se detectó la fluorescencia con el filtro 

de excitación de 488 nm  y el filtro de emisión verde en el Citómetro de flujo BD-FACS 

ARIA II. Se configuró el Citómetro de modo que las células viables se encentraran en el 

cuadrante apropiado. Para el análisis de los datos se emplearon los programas FlowJo 

vX.0.7 o FACS Diva software (Becton Dickinson. BD). Como controles se establecieron 

células a las cuales no se les inoculo rotavirus y células a las que se les inoculo con el 

aislamiento Wt1-5 previamente inactivado con luz UV con un MOI de 2 durante los mismos 

tiempos del ensayo. 

 

3.1.20 Evaluación de la fragmentación del DNA mediante ensayo de TUNEL 
 

Para evaluar fragmentación en el DNA luego de la infección con el rotavirus Wt1-5 

adaptado se utilizó el método in situ cell death detection Kit, POD (TUNEL, Roche Cat. No. 

11 684 817 910). Las células fueron inoculadas previamente con el rotavirus Wt1-5 con 

MOI desde 0.1 hasta 6 sin suplemento de FBS como se describió anteriormente, en cajas 

de 48 pozos. Transcurridas 24 h.p.i las células fueron fijadas con paraformaldehído al 4% 

en PBS (pH 7.4) a temperatura ambiente (16-25 ºC) durante 60 minutos, se les removió el 

medio de cultivo mediante centrifugación a 400 x g durante 5 minutos y se realizaron dos 

lavados con PBS. Para el ensayo las células Reh fueron dispensadas sobre láminas 

cubreobjetos, se les adiciono buffer de bloqueo (H2O2 al 3% en Metanol), nuevamente se 

realizaron dos lavados con PBS y las células fueron permeabilizadas con triton X-100 al 
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0.5% (vol/vol) + citrato de sodio al 0.1% durante 5 minutos sobre hielo (2-8 °C), luego se 

realizaron dos lavados con PBS. Seguidamente se adicionaron 30 μl de la solución TUNEL 

de trabajo (mezcla de la enzima recombinante terminal nucleótidil transferasa de timo de 

ternero obtenida en E. coli. con la solución de marcación que contiene los nucleótidos en 

Buffer de reacción) por cada laminilla y fue incuba durante 60 minutos a 37 °C en cámara 

húmeda, protegido las láminas de la luz. Como control negativo de la tinción se incubaron 

células fijadas, permeabilizadas y solamente se adicionó la solución de marcación sin la 

enzima de reacción de TUNEL. Como control positivo de la tinción se incubaron las células 

fijadas y permeabilizadas con DNAse I  recombinante, grado I (3 U/ml en 50 mM de tris-

HCL, pH 7.5, 10 mM de MgCl2 y 1% de BSA) por 10 minutos a temperatura ambiente (15-

25 °C) para inducir las rupturas en el DNA antes de los procesos de marcación. Como 

controles del ensayo se establecieron células a las cuales no se les inoculo rotavirus y 

células tratadas con 1 mM de H2O2 durante los mismos tiempos evaluados. 

Simultáneamente se evaluó la presencia de antígenos rotavirales y núcleos, para ello se 

adicionó el suero hiper inmune contra proteínas estructurales del rotavirus 1:2000 vol/vol 

diluidos en PBS + BSA al 1% durante 1 h a 37 °C, se efectuaron dos lavados con PBS y 

se adicionó 0.88 g/ml de  anticuerpo secundario conjugado Cabra anti conejo conjugado 

con Alexa 568 (Santa Cruz SC-2780) diluido en PBS + BSA al 1% durante 40 minutos a 

37 °C protegidos de la luz. Luego, se adicionó 0.1µg/ml 4',6-diamidino-2-phenylindole 

(DAPI) durante 30 minutos en cámara húmeda a 37°C protegiendo de la luz.  

 

El porcentaje de células Reh positivas para TUNEL y/o antígenos rotavirales fue 

determinado en el total de la población contando las células positivas y negativas en cada 

laminilla; el número de células positivas se dividió por el total de células. Para la evaluación 

se tomaron cinco fotografías representativas de cada laminilla en un microscopio invertido 

de escaneo láser confocal Nikon C1 con el objetivo de 60 X (Nikon). Las imágenes se 

obtuvieron con el programa NIS-Elements Advanced Research (Nikon). Las imágenes se 

analizaron por medio del programa ImageJ 1.44 Java 1.6.0_20 de 32-bit. 

 

3.1.21 Evaluación de la fragmentación del DNA mediante electroforesis  
 

Se empleó el kit Apoptotic DNA ladder (Roche® Cat 11835246001). 2 x 106 células/ml 

fueron infectadas con un MOI de 1 y 6 como se describió anteriormente. Se colectaron las 

células a las 12 y 24 h.p.i., se adicionó 0.5 mM de PMSF (inhibidor de proteasas) y se 
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congelaron las muestras a -20 °C hasta su uso. Para realizar la extracción y recuperación 

del DNA celular, se emplearon tubos filtro provistos de una membrana de fibra de vidrio. 

Se usaron 2 x 106 células en un volumen de 200 µl de PBS, a las que se les adicionó 200 

µl de buffer de lísis (6M de Guanidina-HCl, 10 mM de Urea, 10 mM de tris-HCl, 20% 

(Vol/Vol) de Triton X-100. pH 4.4) mezclando inmediatamente. Se incubó por 10 minutos a 

temperatura ambiente (~15 -20°C). Se adicionó 100 µl de isopropanol agitando en vortex 

durante 1 minuto. Se combinó un tubo filtro y un tubo colector depositando la muestra en 

el reservorio superior, luego se centrifugo a 6,2 g en centrifuga IEC MicroCL 17 (Thermon 

elenctron corporation®). Se descartó el fluido que paso por el filtro y nuevamente se 

combinaron el tubo filtro y el tubo colector, inmediatamente se adicionó en el reservorio 

superior 500 µl de buffer de lavado (80 % de etanol absoluto, 29 mM de NaCl y 2 mM de 

Tris-HCl, pH 7,5) y se centrifugó por 1 min a 6,2 g y luego 10 segundos a 16,2 g, hasta 

remover el buffer de lavado residual. Se descartó el tubo colector y se insertó el tubo filtro 

con un tubo estéril de 1,5 ml. Para eluir el DNA atrapado en el filtro se usaron 200 µl de 

buffer de elución (10 mM de Tris-HCl, pH 8,5) precalentado a 70°C, repitiendo el 

procedimiento dos veces. Se adicionó el buffer de elución en el tubo filtro y se centrifugó 

durante 1 minuto a 6,2 g, almacenando la muestra a -20 °C para su análisis posterior en 

un periodo no mayor a 14 días. Se tomó una alícuota de cada una de las muestras para 

cuantificar la pureza de la muestra en Nanodrop 2000c (Thermo Scientific) y se obtuvo un 

porcentaje de pureza del 94% y una concentración promedio de 200ng/µl. Como controles 

del ensayo se establecieron células a las cuales no se les inoculo rotavirus, células tratadas 

con 1 mM de H2O2 durante los mismos tiempos del ensayo y células a las que se les inoculo 

con el aislamiento Wt1-5 previamente inactivado con luz UV con un MOI de 2. 

 

Las muestras se analizaron en un gel de agarosa al 1% (10 x 10 cm). Se mezcló 2 µg de 

DNA purificado con buffer de carga (stock 10X con 0,1 de SDS, 25 mg de Azul de 

Bromofenol, 3 ml de glicerol y 7 ml de agua destilada miliQ). Las muestras se depositaron 

en los bolsillos usando una micropipeta y se aplicó un voltaje de corrido de 75 V (5 V/cm) 

durante 1,5 horas. Se visualizó el DNA con SyBR® Safe DNA gel Stain (Life Technologies, 

Cat S33102) en un foto documentador de geles. 
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3.1.22 Evaluación de la expresión de la Poli ADP- Ribosa Polimerasa (PARP) 

mediante inmunofluorescencia 
 

Se evaluó la expresión de la proteína Poli ADP ribosa polimerasa mediante el uso de un 

anticuerpo policlonal de conejo (Anti-Ploy-(ADP-Ribose)-Polymerase, Roche Cat. No. 

11835238001). Las células fueron inoculadas previamente con el rotavirus Wt1-5 con MOI 

desde 0.1 hasta 6 sin suplemento de FBS como se describió anteriormente en cajas de 48 

pozos. Transcurridas 24 h.p.i las células fueron fijadas con metanol absoluto frío (-15 a -

25ºC) por 30 minutos, se les removió el medio de cultivo mediante centrifugación a 400 x 

g durante 5 minutos y se realizaron dos lavados con PBT (PBS +0.1% de BSA y 1% vol/vol 

de Tween 20). Para el ensayo, las células Reh fueron dispensadas sobre láminas 

cubreobjetos y se incubaron con 1μl/ml del anticuerpo de conejo anti Poli ADP ribosa 

polimerasa en buffer de bloqueo (50 mM de tris-HCl, pH 8, 150 mM de NaCl, 0.3% vol/vol 

de Tween 20 y 5% de leche descremada) durante 60 minutos a temperatura ambiente (15-

25ºC), a continuación las células fueron lavadas dos veces con Buffer PBT, e 

inmediatamente se incubaron con 0.88 g/ml del  anticuerpo secundario de burro anti 

conejo conjugado con FITC (Santa Cruz SC-2024) diluidos en PBS + BSA al 1% durante 

40 minutos a 37 °C protegidos de la luz, nuevamente se realizaron dos lavados con PBS. 

Simultáneamente se evaluó la presencia de antígenos rotavirales y núcleos, para ello se 

adicionó el suero hiper inmune contra proteínas estructurales del rotavirus 1:2000 vol/vol 

diluidos en PBS + BSA al 1% durante 1 h a 37 °C, se efectuaron dos lavados con PBS y 

se adicionó 0.88 g/ml de anticuerpo secundario cabra anti conejo conjugado con Alexa 

568 (Santa Cruz SC-2780) diluido en PBS + BSA al 1% durante 40 minutos a 37 °C 

protegidos de la luz. Luego, se adicionó 0.1µg/ml 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) 

durante 30 minutos en cámara húmeda a 37°C protegiendo de la luz. Como control positivo 

de la tinción, las células fijadas y permeabilizadas se incubaron con DNAse I recombinante, 

grado I (3 U/ml en 50 mM de tris-HCL, pH 7.5, 10 mM de MgCl2 y 1% de BSA) por 10 

minutos a temperatura ambiente (15-25 °C) para inducir las rupturas en el DNA. Como 

controles del ensayo se establecieron células a las cuales no se les inoculo rotavirus y 

células tratadas con 1 mM de H2O2.  

 

El porcentaje de células Reh positivas para PARP y para antígenos rotavirales fue 

determinado en el total de la población contando las células positivas y negativas en cada 

laminilla; el número de células positivas se dividió por el total de células. Para la evaluación 
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se tomaron cinco fotografías representativas de cada laminilla en un microscopio invertido 

de escaneo láser confocal Nikon C1, con el objetivo de 40 X. Las imágenes se obtuvieron 

con el programa NIS-Elements Advanced Research (Nikon). El análisis de las imágenes 

se realizó con el software ImageJ 1.44 Java 1.6.0_20 de 32-bit. 

 

3.1.23 Caracterización de la expresión de proteínas de membrana 
 

Para analizar la expresión de las proteínas HSPs (90, 70, 60 y 40), Hsc70, integrina β3 y 

PDI en la membrana citoplasmática se utilizó la técnica de citometría de flujo. Para esto, 

las células Reh en fase logarítmica de crecimiento, con viabilidad mayor al 95% 

aproximadamente, se fijaron con paraformaldehído al 4% en PBS durante 30 minutos a 

temperatura ambiente y se lavaron dos veces con PBS.  Se adicionó 50mM de cloruro de 

amonio (NH4Cl2) y 0,1 M de Glicina en PBS durante 30 min a temperatura ambiente, e 

inmediatamente se adicionó 2 g/ml  de anticuerpos policlonales (Santa Cruz) de cabra 

anti-Hsp90 (sc-1055), Hsp70 (sc-1060), Hsp60 (sc-1052), Hsp40 (sc-1801), Hsc70 (sc-

1059), integrina αVβ3 (sc-6627) o PDI (sc-17222) diluidos en PBS+BSA al 1% durante 1 h 

a 37 °C, se efectuaron dos lavados con PBS y se adicionó 0.88 g/ml de  anticuerpo 

secundario conjugado-FITC (Santa Cruz SC-2024) diluido en BSA al 1%, incubándolos 

durante 1 h a temperatura ambiente protegiendo de la luz. Se detectó la fluorescencia en 

Citómetro de flujo FACS canto II. Para el análisis de los datos se emplearon los programas 

FlowJo vX.0.7 o FACS Diva software (Becton Dickinson. BD). Anticuerpos de control de 

isotipo se usaron como control para ajustar los cuadrantes. Se determinaron los datos de 

intensidad media de fluorescencia (IMF) para cada una de las proteínas y su control sin 

marcación. 

 

3.1.24 Ensayo de co-localización de antígenos virales con las proteínas de 
membrana mediante microscopía confocal 

 

Se sembraron 3.0 x 105 células por pozo en un volumen 400 μl, en cajas de 48 pozos. Las 

células sin suplemento de FBS fueron incubadas con el rotavirus Wt1-5 adaptado, como 

se describió anteriormente, con MOI 3 a 4 °C durante 60 minutos con el propósito de 

adherir el virus a la célula y evitar su internalización. Se tomó como tiempo inicial de 

infección cuando las células se pasaron de 4 °C a 37 °C. Las células se cosecharon y se 

fijaron con paraformaldehído al 4% en PBS en los tiempos 0, 5, 15 y 30 min de incubarse 

a 37 °C. Se realizó el montaje de las muestras sobre láminas cubreobjetos adicionando 2 
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g/ml  de anticuerpos policlonales (Santa Cruz) de cabra anti-Hsp90 (sc-1055), Hsp70 (sc-

1060), Hsp60 (sc-1052), Hsp40 (sc-1801), Hsc70 (sc-1059), integrina β3 (sc-6627) o PDI 

(sc-17222) y suero hiper inmune de conejo dirigido contra proteínas estructurales de 

rotavirus a un factor de dilución de 1:2000, diluidos en PBS+BSA al 1% durante 1 h a 37 

°C, efectuando posteriormente dos lavados con PBS. Consecutivamente se adicionó 0.88 

g/ml de anticuerpo secundario IgG anti cabra conjugado-FITC (Santa Cruz SC-2024) y 

0.88 g/ml de anticuerpo secundario IgG anti conejo conjugado-Alexa 568 (Invitrogen 

A11004) diluidos en BSA al 1%, junto con 0.1µg/ml 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI). 

La incubación se hizo durante 30 min a temperatura ambiente protegiendo de la luz. A 

continuación las laminillas que contenían las muestras fueron invertidas sobre láminas 

porta objetos, realizando un montaje con glicerol al 70% y sellando los bordes con resina.  

Como controles se emplearon células sin marcación y anticuerpos de control de isotipo 

para realizar el ajuste en la potencia de los laser y de las intensidades de fluorescencia.   

 

Para la evaluación se tomaron cuatro fotografías representativas de cada laminilla en el 

microscopio invertido de escaneo láser confocal Nikon C1 de 4 canales. Software EZ-C1. 

Ver. Gold. 3.90, con el objetivo Plan. Apoc. 100X/NA1.40/WD0.13 oil PFS. Se empleó el 

Pinhol small de 30 μm. Se realizó la adquisición de las imágenes con la herramienta Z-

stack. Se realizó la adquisición de imágenes en 16 BITs, previniendo el desenfoque, sin 

saturar la imagen, en modo pseudocolor. 

 

Con el propósito de analizar si los 2 fluorocromos (FITC y Alexa 568) están localizados en 

la misma estructura en un volumen 3D, el análisis de las imágenes se realizó con el 

software  ImageJ 1.44 Java 1.6.0_20 de 32-bit,  realizando una aproximación estadística 

basada en coeficientes de correlación de intensidades (ICCB) sobre la imagen completa, 

mediante la medición de los coeficientes de Pearson y Mander’s entre los valores de 

intensidades de fluorescencia de pixeles en gris entre los canales verde y rojo.  

 

3.1.25 Ensayo de bloqueo 
 

Se sembraron 2.0 x 105 células por pozo en un volumen 300 μl, en cajas de 48 pozos y se 

incubaron a 37 °C con 5% de CO2. Las células Reh en fase logarítmica de crecimiento o 

los linfoblastos LLA-B, con viabilidad promedio del 95%, fueron incubados con 

concentraciones de 4 g/ml (Dilución 1:50) y 0.4 g/ml (Dilución 1:500) de anticuerpos 
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policlonales (Santa Cruz) de cabra anti-Hsp90 (sc-1055), Hsp70 (sc-1060), Hsp60 (sc-

1052), Hsp40 (sc-1801), Hsc70 (sc-1059), integrina αVβ3 (sc-6627) o PDI (sc-17222) y 

una concentración de 0.4 g/ml (Dilución 1:500) de cada uno de los anticuerpos en una 

mezcla conjunta, diluidos en PBS+BSA al 1% durante 1 h a 37 °C. Se realizaron dos 

lavados con PBS para retirar los anticuerpos no unidos. Inmediatamente las células fueron 

inoculadas con una MOI de 2 del rotavirus Wt1-5 adaptado como se describió 

anteriormente.  Las células fueron recolectadas luego de 24 h.p.i. y se fijaron con 

paraformaldehido al 4% en PBS durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se realizaron 

dos lavados con PBS. Las células fueron permeabilizadas con triton X-100 al 0.5% (vol/vol) 

por 5 minutos a temperatura ambiente y se realizaron dos lavados con PBS. Para disminuir 

la auto fluorescencia celular, se adicionó 50mM de cloruro de amonio (NH4Cl2) y 0,1 M de 

Glicina en PBS durante 30 min a temperatura ambiente. En seguida se realizaron 2 lavados 

con PBS y se adicionó el suero hiper inmune contra proteínas estructurales del rotavirus 

1:2000 vol/vol diluidos en PBS + BSA al 1% durante 1 h a 37 °C, se efectuaron dos lavados 

con PBS y se adicionó el anticuerpo secundario conjugado FITC (0.88 g/ml Santa Cruz 

SC-2024) diluidos en PBS + BSA al 1% durante 30 minutos a 37 °C protegidos de la luz. 

Se detectó la fluorescencia en el Citómetro de flujo FACS canto II. Para el análisis de los 

datos se emplearon los programas FlowJo vX.0.7 o FACS Diva software (Becton 

Dickinson. BD). Anticuerpos de control de isotipo se usaron como control negativo para 

ajustar los cuadrantes. Se determinaron los datos de intensidad media de fluorescencia 

(IMF) para cada una de las variables y su control sin marcación. Como control se 

establecieron células a las cuales no se les inoculo rotavirus. Se realizó el análisis de 

viabilidad con azul de tripan y resazurina. Nota: trabajos previos evaluaron la reactividad 

de los anticuerpos contra rotavirus sin encontrar positividad. 

 

3.1.26 Ensayo de RT-PCR 
 

Está basada en la obtención de cADN viral mediante transcripción reversa; se realizó con 

el Kit OneStep RT-PCR de QIAGEN®. La RT-PCR se realizó usando como molde el 

dsRNA viral según el protocolo establecido por OMS en el Manual de Métodos de 

detección y caracterización de Rotavirus, versión 1.2 de 24/02/2012 (228), al cual se le 

realizaron modificaciones en temperatura y tiempo de transcripción reversa, temperatura 

de hibridación, tiempo de extensión y número de ciclos: Las condiciones finales de reacción 

para este paso fueron: 
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- 1 ciclo de desnaturalización a 90°C por 1 minuto. 

- 1 ciclo de transcripción reversa a 50°C por 25 minutos. 

- 1 ciclo de desnaturalización de cADN a 95°C por 15 minutos. 

- Una fase de 20 ciclos así: desnaturalización a 94°C por 30 segundos, hibridación a 

45°C por 30 segundos y extensión a 72°C por 1 minuto. 

- Fase de extensión final 1 ciclo a 72°C por 5 minutos. 

Se utilizaron primers específicos para cada fragmento viral en reacción separada. Ver 

Anexo 1. Se obtuvieron amplicones de 896 y 876 pb para el genotipo G y P 

respectivamente. 

 

3.1.27 Identificación de genotipos del aislamiento Wt1-5 por PCR semi-anidada 
 

La identificación de genotipos se realizó por PCR multiplex semianidada, usando como 

molde los amplicones de los genes VP7 y VP4 obtenidos previamente. La reacción fue 

llevada a cabo utilizando la enzima Platinum® TaqPCR. Se siguieron las condiciones y 

perfiles térmicos descritos en el manual de la OMS (228), con algunas modificaciones en 

el tiempo de desnaturalización de cDNA, y la temperatura de hibridación. Las condiciones 

finales fueron: 

- 1 ciclo de desnaturalización de cADN a 94°C por 2 minutos 

- Una fase de 30 ciclos así: desnaturalización a 94°C por 45 segundos, anillamiento a 45°C 

por 30 segundos y extensión a 72°C por 1 minuto. 

- Fase de extensión final 1 ciclo a 72°C por 5 minutos. 

Para el gen VP7 se realizó mezcla de “primers” usando como forward 9con1 -L y primers 

internos reverse para genotipos G1, G2, G3, G4, G8 y G9. Para el gen VP4 se realizó 

mezcla de primers usando como forward Con 3 y primers internos reverse para genotipos 

P4, P5, P8, P9, P10 y P11. 

Se realizó separación electroforética de los fragmentos de cDNA VP7 y VP4 obtenidos en 

la PCR-semi-anidada en gel de agarosa (Invitrogen) al 2% en buffer TAE 1X, teñido con 

SYBR® Safe (Invitrogen). Como buffer de carga se utilizó loading buffer (Invitrogen) y 

marcador molecular de DNA 100pb (Invitrogen). El corrido electroforético se realizó a 120 

voltios durante 60 minutos y las bandas se observaron bajo luz UV en documentador de 

geles BioRAD. 

 



 

 
 

4. Capítulo 4. Resultados 

 

El propósito del presente estudio fue evaluar el potencial efecto oncolítico de un 

aislamiento de rotavirus, el cual fue previamente adaptado In vitro al crecimiento en líneas 

celulares tumorales. Hemos atendido a las recomendaciones dadas por el International 

Conference on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of 

Pharmaceuticals for Human Use (ICH) siendo importante demostrar inicialmente la 

selectividad replicativa del rotavirus Wt1-5 adaptado en células tumorales mediante la 

ejecución de ensayos In vitro para desarrollar la prueba concepto (POC) que incluya la 

evaluación de los aspectos relacionados con la bioactividad, el potencial mecanismo de 

acción y la caracterización de la citotoxicidad. Nosotros hemos evaluado la capacidad 

infecciosa del rotavirus Wt1-5 adaptado en la línea celular Reh de leucemia linfocítica 

aguda y en linfoblastos recuperados de sangre periférica de pacientes en edad pediátrica 

diagnosticados con Leucemia Linfoblástica Aguda de precursores B (LLA-B) que no habían 

iniciado tratamiento al momento de la recolección de la muestra, usando como control de 

células no tumorales las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs). 

 

4.1 Infección de células Reh por el rotavirus Wt1-5 
 

Para buscar si la línea celular Reh es susceptible a la infección por el rotavirus Wt1-5 

adaptado, se llevaron a cabo diferentes ensayos en células Reh en fase logarítmica de 

crecimiento, las cuales fueron inoculadas o no con el aislamiento de rotavirus Wt1-5 

empleando multiplicidades de infección (MOI) desde 0.1 hasta 6, en medio de cultivo sin 

suero fetal Bovino (FBS). Adicionalmente, se llevaron a cabo algunos ensayos 

suplementando el cultivo con 5% de FBS luego de 1 hora de la inoculación viral con el 

propósito de evaluar la posibilidad de su uso en los ensayos con linfoblastos LLA-B.  Las 

células inoculadas con el rotavirus Wt1-5 se sometieron a análisis inmunoquímico luego 

de 24 h.p.i. evaluando la presencia de proteínas estructurales de rotavirus (VP) empleando 

suero inmunoespecífico. Se encontró que el porcentaje de células positivas para antígenos 

estructurales de rotavirus incrementaba con el aumento de la MOI (Fig. 1A), siendo mayor 

en las células cultivadas sin suplemento de FBS, con un máximo de positividad entre 60-

70 %. Se hallaron diferencias significativas en la expresión de antígenos rotavirales a partir 

de la MOI de 0.5 al compararlos con los grupos control de células inoculadas con el virus 
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inactivado con luz UV o células no infectadas. En las fotografías de los ensayos de 

inmunocitoquímica se observan los cambios en la acumulación de antígenos estructurales 

rotavirales en las células inoculadas con el rotavirus Wt1-5 relacionados con la MOI 

empleada (Fig. 1B). Comparativamente se observa una mayor acumulación de antígenos 

en las células sin suplemento de FBS al compararlas con los demás grupos de células que 

habían sido inoculadas con rotavirus Wt1-5 inactivado con luz UV. Adicionalmente, se 

muestran los controles metodológicos de células no infectadas, células inoculadas o no 

con el rotavirus Wt1-5, que fueron analizadas exclusivamente con el anticuerpo secundario 

para determinar la especificidad de los anticuerpos primarios.  

 

El análisis de citometría de flujo para antígenos estructurales de rotavirus en células 

cultivadas sin suplemento de FBS mostró que la inoculación con rotavirus Wt1-5 daba 

como resultado una proporción creciente de células positivas a antígenos de rotavirus de 

acuerdo con el aumento en las MOI, en comparación con las células inoculadas con el 

virus inactivado con UV, encontrando un máximo de positividad de alrededor del 50.1 % 

en la MOI3 y un 1.2% en el grupo control (Fig. 1C). Al analizar la intensidad media de 

fluorescencia (MFI) del ensayo de la Fig. 1C, se evidencia igualmente un incremento en la 

señal de fluorescencia para las células positivas al antígeno vírico de acuerdo con el 

aumento en las MOI utilizadas, obteniendo su máximo valor en la MOI de 3 (Fig. 1D). 

 

Mediante ensayos de inmunocitoquímica se examinó la acumulación porcentual de 

antígenos virales entre las 2 a las 48 h.p.i. en células inoculadas o no con una MOI de 2 

del rotavirus Wt1-5. Este ensayo mostró que el rotavirus Wt1-5 adaptado ciertamente se 

multiplicó en células Reh, al reportar una cinética de acumulación de antígenos 

estructurales tan tempranamente como las 4 h.p.i. (alrededor del 8%), y un máximo a las 

48 h.p.i. (alrededor del 55%) en las células sin suplemento de FBS. Igualmente se muestra 

una tendencia similar aunque con valores menores en la acumulación de antígenos en las 

células con suplemento de FBS.  Al observar los cambios entre las 12 y 24 h.p.i. se 

evidencia incremento porcentual de aproximadamente el doble, pero entre las 24 y 48 h.p.i. 

solo se observa ligero aumento en la acumulación de antígenos. (Fig. 1E). Se evaluó la 

presencia de antígenos estructurales de rotavirus en el sobrenadante de los cultivos  de 

células inoculadas o no con el rotavirus Wt1-5 adaptado (MOI 0.5-6) luego de 24 h.p.i. 

mediante ELISA tipo HADAS. Los antígenos se recuperaron en la fracción de 

sobrenadante mediante centrifugación a 700g. Se detectó un incremento en la densidad 
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óptica (ΔOD-492 nm) que indica la presencia de antígenos virales en el sobrenadante, 

mostrando una acumulación asociada al aumento de las MOI utilizadas en el ensayo de 

infección, siendo mayor para las células sin suplemento de FBS en comparación con las 

células suplementadas con FBS (Fig. 1F). En este ensayo no se encontraron diferencias 

estadísticamente significativas entre las MOI de 1, 2 y 3.  

 

Para realizar una aproximación del ciclo replicativo del rotavirus Wt1-5 adaptado en la línea 

celular Reh, se recolectaron extractos del sobrenadante tomadas en los puntos de tiempo 

posteriores a la infección descritos en la Fig. 1E. Alícuotas de estos extractos fueron 

posteriormente activadas con tripsina y adicionadas a un nuevo cultivo de células Reh 

empleando diferentes diluciones para hallar las unidades formadoras de foco (FFU/ml) con 

ensayos de dilución máxima y analizadas mediante inmunocitoquímica. Se encontró que 

estos inóculos podían producir nuevas partículas virales infecciosas desde las 6 h.p.i. (Fig. 

1G). En este ensayo se encontró un incremento exponencial en las FFU entre las 12 y 24 

h.p.i., estancándose entre las 24-48 h.p.i. Todos los análisis y valores de la desviación 

estándar (SD) se basaron en tres experimentos independientes realizados por duplicado.  

 

El análisis de los resultados sugiere que la línea células Reh de leucemia linfocítica aguda 

es susceptible a la infección por el rotavirus Wt1-5 adaptado de forma dependiente de la 

MOI empleada, permitiendo la formación de viriones con capacidad infecciosa, los cuales 

completan su ciclo replicativo alrededor de las 8-12 h.p.i. La presencia del FBS reduce 

discretamente la infección rotaviral.  
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4.2 Efectos de la inoculación con el rotavirus Wt1-5 sobre la 
viabilidad celular y la permeabilidad de la membrana celular 

  

Para evaluar los efectos que presenta la inoculación con el rotavirus Wt1-5 adaptado sobre 

la viabilidad celular y la permeabilidad de la membrana celular entre las 0 - 48 h.p.i., las 

células Reh en fase  logarítmica de crecimiento se inocularon con el rotavirus Wt1-5 

activado con tripsina (MOI 1 a 6) en ausencia o presencia de FBS. La prueba de exclusión 

con Azul de Tripán mostró que la viabilidad celular disminuía continuamente a través de 

los puntos temporales estudiados posteriores a la inoculación viral (0, 12, 24, 36 y 48 h.p.i.) 

en las células sin suplemento de FBS (Fig. 2A) o con suplemento de FBS (Fig. 2C). En las 

células cultivadas sin suplemento de FBS la permeabilidad para el Azul de Tripán se 

incrementó desde las 12 h.p.i. para las células inoculadas con una MOI de 6 del rotavirus 

Wt1-5, encontrando una drástica reducción en la viabilidad, desde el 94% a las 0 h.p.i., el 

20% entre las 12 - 24 h.p.i., y 0% luego de 48 h.p.i.; estos valores se acercan  a los 

obtenidos en el grupo de células Reh control tratadas con 1μM de H2O2 a partir de las 24 

h.p.i. Las MOI restantes (MOI 1, 2, 3) redujeron igualmente la viabilidad celular aunque 

comparativamente en una menor proporción. Estas diferencias son estadísticamente 

significativas al compararlas con los grupos de células control (células Reh no infectadas 

y células Reh inoculadas con rotavirus Wt1-5 UV inactivado a una MOI 2). Sin embargo, 

se encontró una reducción de la viabilidad hasta el 50% en las células Reh no infectadas 

entre las 36-48 h.p.i. Así mismo se observó una disminución de la viabilidad celular hasta 

el 50% entre las 24-36 h.p.i. para las células inoculadas con el virus UV inactivado (Fig. 

2A). En las células Reh cultivadas con suplemento de FBS al 5% e infectadas con rotavirus 

Wt1-5 igualmente se encontró una tendencia  hacia la reducción de la viabilidad celular 

aunque comparativamente con menores valores, con la salvedad que tanto las células no 

infectadas como las células inoculadas con el virus UV inactivado y las células inoculadas 

con la MOI de 1 mantuvieron una viabilidad celular entre el 90 y el 95% (Fig. 2C). 

Simultáneamente en estos ensayos mediante el uso de una cámara Neubauer se cuantificó 

el número de células presentes en el cultivo celular a través de los tiempos post-infección 

examinados (0-48 h.p.i.) en las células cultivadas sin (Fig. 2B) y con suplemento de FBS 

(Fig. 2D). En el grupo de células Reh cultivadas sin suplemento de FBS los resultados 

indicaron que se mantuvieron significativamente menos células morfológicamente 

identificables entre 12 y las 48 h.p.i. en las células inoculadas con el rotavirus Wt1-5 de 

forma relacionada con la MOI empleada, siendo mayor la reducción para la MOI de 6 
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(aproximadamente de 1,5x106 células/ml a las 0 h.p.i. hasta menos de 1x105 células/ml 

luego de 48 h.p.i.), acercándose a los valores obtenidos en los cultivos de células Reh 

tratadas con 1 µM de H2O2. Las MOI restantes (MOI 1, 2, 3) también redujeron el número 

de células/ml aunque comparativamente en una menor proporción a partir de las 24 h.p.i., 

encontrando concentraciones intermedias. Se encontraron diferencias estadísticamente 

significativas al comparar con los grupos de células control (células Reh no infectadas y 

células Reh inoculadas con rotavirus Wt1-5 UV inactivado a una MOI 2) donde el número 

de células se mantuvo entre 1,5x106 células/ml y 2x106 células/ml entre las 0-48 h.p.i. Las 

células no infectadas y las inoculadas con el virus UV inactivado mostraron un ligero 

aumento en el número de células entre las 0 y 24 h.p.i. probablemente debido a la 

proliferación celular inducida por los efectos residuales del FBS (Fig. 2B). En las células 

Reh cultivadas con suplemento de FBS también se halló una  tendencia  hacia la reducción 

en el número de células/ml aunque con una menor proporción al compararlas con las 

células sin suplemento de FBS. En este grupo, tanto las células no infectadas, las células 

inoculadas con el rotavirus UV inactivado y las células inoculadas con el rotavirus Wt1-5 a 

una MOI de 1 mostraron un aumento en la concentración celular pasando en promedio de 

1,5x106 células/ml a  2,8x106 células/ml entre 0 y 36 h.p.i., probablemente debido a la 

proliferación celular inducida por FBS (Fig. 2D).  

 

Para evaluar el decaimiento en el número de células generado por la infección rotaviral, 

las células Reh fueron marcadas con la tinción CellTrackerTM Blue CMAC Dye (Life 

Technologies), una sonda de marcación celular fluorescente que es retenida por las células 

hasta por 72 horas. Seguidamente las células Reh fueron inoculadas o no con el rotavirus 

Wt1-5 adaptado (MOI 1 a 6) en medio de cultivo RPMI sin (Fig. 2E) y con (Fig. 2F) 

suplemento de FBS. El análisis de las unidades arbitrarias de fluorescencia (AUF) de las 

células Reh cultivadas sin FBS marcadas intracelularmente con la tinción reveló una 

reducción de las AUF para las células inoculadas con  rotavirus de manera relacionada 

con la MOI empleada. Se obtuvo una reducción máxima de las AUF con una MOI 6, 

observando una disminución del 30-37% entre las 24 y 48 h.p.i. La reducción de las AUF 

fue menor para las MOI de 2 y 3, aproximadamente entre el 5-10% respectivamente. La 

fluorescencia permaneció constante (2000 AUF) para las células de los grupos control 

(células inoculadas con rotavirus inactivado con UV o células no infectadas) y para las 

células inoculadas con la MOI 1. Por el contrario, la fluorescencia relativa se redujo 

alrededor de un 80-90% en las células tratadas con 1µM de H2O2 entre las 24-48 h.p.i. 
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(Fig. 2E). Se obtuvo una tendencia similar en el grupo de células cultivadas con FBS, 

encontrando una menor reducción en los valores de las AUF para todas las variables 

analizadas, exceptuando las células tratadas con 1µM de H2O2, donde se obtuvieron 

valores comparables a los hallados en las células cultivadas sin FBS (Fig. 2F). 

Adicionalmente se evaluó la integridad celular cuantificando la actividad de la Lactato 

Deshidrogenasa (LDH) en el sobrenadante de los cultivos entre las 0-48 h.p.i., tanto para 

células Reh sin FBS (Fig. 2G) y con FBS (Fig. 2H). Los resultados muestran una elevación 

en las U/L de la LDH  desde las 12 h.p.i. en las células sin FBS que fueron infectadas con 

el rotavirus Wt1-5 adaptado a medida que aumenta la MOI empleada. Se encontró una 

mayor elevación para la MOI de 6, partiendo de 180 U/L aproximadamente a las 0 h.p.i. 

hasta 800 U/L luego de 48 h.p.i. Las MOI de 1, 2, 3 produjeron una elevación promedio en 

los niveles de LDH desde 180 U/L hasta 550, 600 y 630 U/L respectivamente luego de 48 

h.p.i. En los grupos de células inoculadas con rotavirus inactivado con UV o las células no 

infectadas, los niveles de LDH se mantuvieron con un valor de alrededor de 160-300 U/L 

entre las 0-48 h.p.i. Las células tratadas con 1µM de H2O2 mostraron un valor promedio 

máximo de 800 U/L en los tiempos analizados (Fig. 2G).  En las células cultivadas con 

FBS los MOI de 3 y 6 mostraron niveles de LDH similares  a los obtenidos en el anterior 

ensayo, al igual que las células tratadas con H2O2. Sin embargo, los MOI de 1 y 2 mostraron 

una elevación discretamente mayor que las células de los grupos control (células 

inoculadas con rotavirus inactivado con UV o células no infectadas), con valores de LDH 

entre 160-320 U/L entre las 0-48 h.p.i. (Fig. 2H).  Estos resultados indican cambios 

similares en los perfiles de viabilidad celular a los encontrados con la prueba de exclusión 

de Azul de Tripán. La actividad de LDH presente en la fracción de sobrenadantes sugiere 

que la permeabilidad de la membrana celular se ve significativamente afectada por la 

infección por el rotavirus Wt1-5 de las células Reh de una manera MOI dependiente. Estos 

cambios se muestran en las fotografías representativas de los cultivos de células Reh 

inoculadas o no con el rotavirus Wt1-5 adaptado (MOI 0.1-6) en presencia o ausencia de 

FBS a las 12 h.p.i. (Fig. 2I) y a las 24 h.p.i (Fig. 2J). Para las dos condiciones se reconocen 

cambios en la morfología celular, visualizando irregularidades el contorno celular para las  

células inoculadas con rotavirus, siendo más evidentes en las MOI más altas a medida que 

transcurren los periodos de tiempo analizados (0-24 h.p.i). Estos cambios son comparables 

a los observados en las células tratadas con H2O2. En las células no infectadas o las células 

inoculadas con el virus UV inactivado no se observaron estos cambios en la morfología 

celular. En conjunto estos resultados revelan que la infección por el rotavirus Wt1-5 
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adaptado disminuye significativamente tanto la viabilidad celular, el número de células y la 

integridad de las células Reh después de 12 h.p.i. y que este efecto es más evidente a 

valores de MOI más altos y tiempos de post-infección más largos. 

 

4.3 Efecto de la infección por el rotavirus Wt1-5 sobre la 
actividad redox, el potencial de membrana mitocondrial 
(ΔΨm) y la permeabilidad de la membrana celular 

  

Con el fin de evaluar si la inoculación con el rotavirus Wt1-5 adaptado  induce cambios 

celulares relacionados con citotoxicidad, se realizaron diferentes ensayos en las células 

Reh que fueron infectadas con rotavirus. Se analizó el efecto de la infección sobre la 

actividad redox empleando el ensayo de Resazurina en células Reh inoculadas o no con 

rotavirus Wt1-5 con MOI 0.1 - 6 en ausencia (Fig. 3A) o presencia (Fig. 3B) de FBS luego 

de 12 y 24 h.p.i. En las células cultivadas sin FBS luego de 12 h.p.i., los resultados 

mostraron una disminución en la actividad oxidorreductiva mitocondrial desde un 100% de 

actividad, hasta mantener aproximadamente un 50%, 30% y 15% de la misma para las 

MOI de 2, 3 y 6 respectivamente. Durante este periodo de tiempo no se observaron 

cambios para las células Reh inoculadas con las MOI de 0.1, 0.5 y 1, ni en las células 

inoculadas con el virus UV inactivado o en las células no infectadas. Para las células 

tratadas con H2O2 la actividad se redujo al 0%. Luego de 24 h.p.i. se encontró una mayor 

reducción de la actividad oxidorreductiva mitocondrial hasta mantener aproximadamente 

un 50%, 22%, 8% y 3% de actividad para las MOI de 1, 2, 3 y 6 respectivamente. No se 

encontraron cambios significativos en los grupos control (Fig. 3A). En el grupo de células 

infectadas con rotavirus y cultivadas con FBS los efectos sobre la actividad oxidorreductiva 

fueron menos evidentes luego de 12 h.p.i., manteniendo una actividad del 80% para la MOI 

de 6. Sin embargo, luego de 24 h.p.i. se encontró que las células infectadas redujeron la 

actividad oxidorreductiva hasta el 40% de manera uniforme para las MOI de 2, 3 y 6. No 

se encontraron cambios significativos en los grupos control (Fig. 3B). Las imágenes que 

acompañan a las Fig. 3A y Fig. 3B en la parte inferior corresponden a fotografías 

representativas del ensayo de Resazurina a las 12 y 24 h.p.i., la cual presenta una 

coloración azul débilmente fluorescente hasta que se reduce irreversiblemente por acción 

de las oxidorreductasas mitocondriales a Resorufina que es de color rosa fluorescente, 

utilizándose como un indicador del estado oxidorreductivo en ensayos de viabilidad celular.  
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Se valoró el potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm) con el reactivo DiOC6 (3) y la 

permeabilidad de la membrana celular usando 7-AAD en células Reh cultivadas sin FBS 

(Fig. 3C), o con FBS (Fig. 3D) inoculadas o no con rotavirus Wt1-5 (MOI 1- 6, analizadas 

luego de 12, 24 y 48 h.p.i. Los diagramas de puntos (Dot plots) de la citometría de flujo 

representan la combinación de ambas tinciones. Las células que mantienen tanto la 

integridad de la membrana citoplasmática así como el ΔΨm (viables) están en el cuadrante 

inferior derecho. El cuadrante superior derecho representa las células que mantienen el 

ΔΨm pero han perdido la integridad de la membrana citoplasmática (células necróticas). 

El cuadrante inferior izquierdo representa las células que mantienen la integridad de la 

membrana citoplasmática pero han perdido el ΔΨm (células en apoptósis temprana) y 

finalmente, el cuadrante superior izquierdo representa las células que han perdido tanto la 

integridad de la membrana citoplasmática como el ΔΨm (células en apoptósis tardía). 

Estos resultados indicaron que a las 12 h.p.i. el 81.3% de las células control no infectadas 

mantuvieron su ΔΨm como lo sugirieron sus señales positivas para DiOC6 (3), mientras 

que la proporción de células positivas para 7-AAD fue muy baja. Sin embargo, el porcentaje 

de células positivas para 7-AAD aumentó significativamente a las 24 y 48 h.p.i. (40.5% y 

15.3% respectivamente), sugiriendo que la ausencia de FBS afecta la integridad de las 

células Reh (Fig. 3C).  Se encontraron resultados similares para las células inoculadas con 

virus inactivado por UV (MOI 2). En las células tratadas con doxorrubicina los resultados 

mostraron que los porcentajes de células positivas para 7-AAD a las 12 y 24 h.p.i. fueron 

similares a los mostrados por las células no infectadas, mientras que la mayoría de las 

células tratadas con doxorrubicina (88%) eran 7-AAD-positivas a las 48 h.p.i. En células 

infectadas con Wt1-5 (MOI 1-6) este etiquetado permitió distinguir una variabilidad en los 

porcentajes de positividad para las tinciones y sus respectivas combinaciones con relación 

a los MOI evaluados. Como tendencia general, se encontró una mayor proporción de 

células positivas para 7-AAD a medida que se incrementa el MOI y los tiempos pos 

infección (entre el 41.0% hasta el 55.7%). Sin embargo, esta tendencia no fue muy 

sistemática ya que algunos tiempos de infección más largos y las MOI más altas no 

necesariamente produjeron porcentajes más altos de células que sean simultáneamente 

positivas a 7-AAD y DiOC6 (3). Inesperadamente, se registró un aumento en el porcentaje 

de células viables a las 48 h.p.i. Esto puede explicarse por una disminución en el número 

de células infectadas que experimentan lisis debido a una infección viral (por ejemplo, las 

células infectadas mueren y las células no infectadas permanecen o proliferan por estímulo 

residual de FBS) (Fig. 3C). Comparativamente, los resultados obtenidos en células Reh 
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cultivadas con suplemento de FBS, indicaron que a las 12 h.p.i. el 98.2% de las células 

control no infectadas mantuvieron su ΔΨm con un muy bajo porcentaje de células positivas 

para 7-AAD (0.1%), manteniéndose en estos rangos a las 24 h.p.i. Sin embargo, el 

porcentaje de células positivas para 7-AAD aumentó significativamente 48 h.p.i. (51.7%), 

probablemente debido a que durante este periodo no se realizaron cambios de medio de 

cultivo (Fig. 3D).  Las células inoculadas con el virus UV inactivado (MOI 2) mostraron una 

reducción en el porcentaje células positivas para DiOC6 desde el 79.6% a las 12 h.p.i. 

hasta el  29.2 % a las 48 h.p.i., con un incremento en las células doblemente positivas  a 

medida que transcurren los periodos de tiempo evaluados desde el 18.6% a las 12 h.p.i. 

hasta el  48.7 % a las 48 h.p.i. La mayoría de las células tratadas con doxorrubicina (93.1%) 

eran 7-AAD-positivas a las 48 h.p.i. En este grupo de células, se encontró un incremento 

sistemático en la proporción de células doblemente positivas a medida que se incrementa 

el MOI y los tiempos pos infección (entre el 17.1% hasta el 47.6%) (Fig. 3D). 

 

Las primeras señales de citotoxicidad inducidas por la inoculación con el rotavirus Wt1-5 

(MOI 2) en células Reh sin suplemento de FBS se evaluaron mediante la detección de la 

exposición de la fosfatidilserina en la membrana celular externa. Los cambios de 

permeabilidad de la membrana celular se evaluaron usando la tinción con 7-AAD, mientras 

que los núcleos se tiñeron con Hoechst 33342. Se analizaron imágenes representativas de 

estas tinciones a las 24 h.p.i. (Fig. 3E). Las células viables están representadas por 

aquellas que solo fueron positivas para la tinción de Hoechst 33342 (azul), mientras que 

las células que expresan fosfatidilserina en la membrana citoplasmática y han perdido la 

integridad de la misma fueron positivas tanto para la tinción de anexina V (verde) como de 

Hoechst 33342 (azul) (apoptósis temprana). Por otro lado, las células que exponen 

fosfatidilserina en su membrana celular externa, fueron positivas para la tinción de anexina 

V (verde), 7-AAD (rojo) y Hoechst 33342 (azul) (apoptosis tardía). Las células que habían 

perdido su integridad de membrana y que no tenían exposición a fosfatidilserina solo eran 

positivas para la tinción de 7-AAD (rojo) y Hoechst 33342 (azul) (necrosis) (Fig. 3E). El 

análisis cuantitativo de los porcentajes de células que son positivas para las diferentes 

tinciones descritas en la Fig. 3E se muestran en la Fig. 3F. Las células tratadas con 

doxorrubicina, las células no infectadas y las células infectadas con Wt1-5 inactivado con 

UV se usaron como controles. La mayoría de las células infectadas con rotavirus a MOI 2 

eran doblemente positivas para señales fluorescentes de 7-AAD y anexina V (55% en 

promedio), mientras que las células de control no infectadas eran en su mayoría negativas 
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para ambas tinciones (8% en promedio). Las células inoculadas con Wt1-5 inactivado con 

UV fueron ligeramente positivas para ambos marcadores fluorescentes (20% en 

promedio), mientras que las células tratadas con doxorrubicina fueron predominantemente 

positivas para ambas señales fluorescentes (90% en promedio). Sin embargo, las señales 

fluorescentes no permitieron determinar el porcentaje de células infectadas por rotavirus, 

debido a que las células no podían ser fijadas ni permeabilizadas para la evaluación de 

antígenos rotavirales. Todos los análisis y valores de la desviación estándar (SD) se 

basaron en tres experimentos independientes realizados por duplicado.  

 

4.4 Inducción de marcadores de muerte celular debido a la  
infección por el rotavirus Wt1-5 adaptado 

 

Para evaluar la expresión de marcadores de muerte celular, se realizó un análisis de la 

expresión de las proteínas BAX, Bcl-2, BID y caspasa 3 a las 24 h.p.i. utilizando 

microscopía de inmunofluorescencia de células infectadas con rotavirus Wt1-5  (MOI 2) 

cultivadas sin FBS. Las proteínas estructurales de rotavirus se detectaron con anticuerpos 

Alexa Fluor 568 (rojo), mientras que las proteínas BAX, Bcl-2 y caspasa 3 se detectaron 

con anticuerpos Alexa Fluor 488 (verde) y los núcleos se visualizaron con DAPI (azul) (Fig. 

4A). Las señales fluorescentes para los marcadores de muerte celular evaluados en las 

células no infectadas fueron extremadamente débiles mientras que tales señales se 

potenciaron en gran medida para BAX, BID y caspasa 3 de células infectadas con Wt1-5 

sin cambios en Bcl-2 (Fig. 4A). Las células no infectadas y tratadas con H2O2 también 

mostraron un incremento en las señales fluorescentes para las proteínas BAX, BID y 

caspasa 3, excepto para Bcl-2. La asociación entre la infección por virus y la expresión de 

marcadores de muerte celular fue evidente en las células infectadas con Wt1-5 (MOI 2) 

después del análisis cuantitativo de los porcentajes de células que eran positivas o 

negativas para los marcadores de muerte celular estudiados y las proteínas estructurales 

virales luego de 24 h.p.i. (Fig. 4B). Este análisis mostró una mayor proporción de células 

simultáneamente positivas entre proteínas estructurales rotavirales y las proteínas BID o 

Bcl-2 (88% y 75% respectivamente). La presencia simultánea entre antígenos virales 

estructurales y las proteínas BAX o caspasa 3 se detectó en un porcentaje 

significativamente menor de células que el encontrado para las proteínas celulares BID o 

Bcl-2 (entre el 28% y el 34 %).  
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Los porcentajes de células que muestran señales positivas solo para BAX o caspasa 3 

fueron similares a los encontrados para células que son simultáneamente positivas para 

proteínas estructurales virales y BAX o caspasa 3 (Fig. 4B). 

 

Para analizar adicionalmente el efecto citotóxico de la infección por el rotavirus Wt1-5 (MOI 

1 - 3) en las células Reh cultivadas sin FBS luego de 24 h.p.i., se analizó la expresión de 

los marcadores caspasa 3 y 8 activas. Los histogramas de la citometría de flujo de las 

células infectadas y no infectadas se superpusieron para evidenciar visualmente los 

cambios. El análisis de las células positivas y negativas indicó que los porcentajes de 

positividad para la caspasa 3 (entre el 68.7% y el 90.5%), como de la caspasa 8 (entre el 

30.2% y el 59.0%) se incrementaron a medida que la MOI empleada también se 

incrementa, pero el aumento de la caspasa 3 fue más pronunciado que el de la caspasa 8 

(Fig. 4C). La expresión incrementada de estas caspasas se relacionó positivamente con 

el aumento de las MOI en comparación con las células de no infectadas y las células 

infectadas con virus inactivados con UV (Fig. 4C). 

 

Se evaluó la expresión de algunas proteínas relacionadas con muerte celular usando 

electroforesis SDS-PAGE con transferencia  Western. Para esto se obtuvieron lisados de 

células infectadas con rotavirus Wt1-5 (MOI2) cultivadas sin FBS luego de 24 h.p.i. Este 

análisis usó anticuerpos contra las proteínas celulares BAX, BAX activado, Bcl-2, BID, pro-

caspasa 3, caspasa 3 activada, citocromo C, COX-V, Smac/Diablo, rotavirus VP6 y β-

actina (Fig. 4D). Se realizó  el análisis la densidad relativa de las proteínas para cada 

variable encontrando que las células infectadas mostraron una expresión relativa 

aumentada de BAX activa, caspasa 3 activa y Smac/Diablo, mientras que Bcl-2 mostró una 

expresión disminuida en comparación con las células control no infectadas. Las células 

inoculadas con rotavirus Wt1-5 inactivado con UV mostraron una expresión aumentada de 

BID (Fig. 4E). En general, estos resultados sugieren que la infección por el rotavirus Wt1-

5 en células Reh puede inducir mecanismos de muerte celular directos e indirectos 

relacionados a la MOI empleada y los tiempos pos infección analizados.  

 



Capítulo 4 91 

 

 

F
ig

u
ra

 4
. 

L
a
 i

n
o

c
u

la
c
ió

n
 c

o
n

 e
l 

ro
ta

v
ir

u
s

 W
t1

-5
 a

d
a

p
ta

d
o

 i
n

d
u

c
e
 s

e
ñ

a
le

s
 r

e
la

c
io

n
a

d
a

s
 c

o
n

 m
u

e
rt

e
 c

e
lu

la
r 

e
n

 l
a

 l
ín

e
a
 c

e
lu

la
r 

R
e

h
. 

 

L
a
 F

ig
. 

4
A

 m
u

e
s
tr

a
 i

m
á
g

e
n

e
s
 r

e
p

re
s
e

n
ta

ti
v
a
s
 d

e
l 

a
n
á

lis
is

 m
e
d

ia
n
te

 i
n
m

u
n

o
fl
u

o
re

s
c
e

n
c
ia

  
d
e

 l
a
 e

x
p

re
s
ió

n
 d

e
 l

a
s
 p

ro
te

ín
a

s
 B

A
X

, 
B

c
l-

2
, 

B
ID

 y
 C

a
s
p

a
s
a
 3

 e
n
 c

é
lu

la
s
 R

e
h
 e

n
 f

a
s
e
 l

o
g

a
rí

tm
ic

a
 d

e
 

c
re

c
im

ie
n

to
 i

n
o
c
u

la
d
a

s
 o

 n
o
 c

o
n
 e

l 
ro

ta
v
ir
u

s
 a

d
a

p
ta

d
o
 a

d
a

p
ta

d
o

 W
t1

-5
 (

M
O

I 
2

) 
p

re
v
ia

m
e

n
te

 a
c
ti
v
a

d
o
 c

o
n
 t

ri
p
s
in

a
. 

L
u
e

g
o
 d

e
 2

4
 h

.p
.i
. 

la
s
 c

é
lu

la
s
 f

u
e

ro
n

 f
ija

d
a
s
 c

o
n
 P

F
A

 (
p

a
ra

fo
rm

a
ld

e
h
íd

o
) 

y
 

p
e

rm
e

a
b

ili
z
a

d
a

s
. 

S
e

 e
v
a

lu
ó
 l
a

 e
x
p

re
s
ió

n
 d

e
 l
a
s
 p

ro
te

ín
a
s
 u

s
a

n
d

o
  

a
n
ti
c
u
e

rp
o
s
 c

o
n
tr

a
 l
a
s
 p

ro
te

ín
a
s
 e

s
tr

u
c
tu

ra
le

s
 (

V
P

) 
d

e
 r

o
ta

v
ir
u
s
 (

A
le

x
a
 5

6
8
, 

ro
jo

),
 a

n
ti
c
u

e
rp

o
s
 c

o
n

tr
a

 l
a

s
 p

ro
te

ín
a
s
 B

A
X

, 
B

c
l-

2
, 

D
ID

 y
 C

a
s
p

a
s
a

 3
 (

A
le

x
a

 4
8

8
, 
v
e
rd

e
) 

y
 e

l 
n

ú
c
le

o
 f
u

e
 v

is
u

a
liz

a
d

o
 c

o
n
 D

A
P

I 
(A

z
u

l)
 u

s
a

n
d

o
 u

n
 m

ic
ro

s
c
o

p
io

 i
n
v
e

rt
id

o
 d

e
 e

s
c
a
n

e
o

 lá
s
e

r 
c
o

n
fo

c
a

l N
ik

o
n

 C
1

. 
S

o
ft
w

a
re

 E
Z

-C
1

. 
V

e
r.

 3
.9

0
. 
L

a
 b

a
rr

a
 d

e
 e

s
c
a

la
 

re
p

re
s
e

n
ta

 u
n
 t

a
m

a
ñ

o
 d

e
 1

5
 μ

m
. 

E
n
 l
a
 F

ig
. 

4
B

  
s
e
 i
n

d
ic

a
n
 l
o
s
 p

o
rc

e
n
ta

je
s
 d

e
l 
a

n
á

lis
is

 c
u

a
n

ti
ta

ti
v
o
 d

e
 l
a
s
 i
m

á
g

e
n

e
s
 m

o
s
tr

a
d

a
s
 e

n
 l
a
 F

ig
. 

4
A

. 
L
a
 F

ig
. 

4
C

 m
u

e
s
tr

a
 l
a
 c

it
o
m

e
tr

ía
 d

e
 f

lu
jo

 l
u

e
g

o
 d

e
 2

4
 

h
.p

.i
. 
c
o

n
 e

l 
ro

ta
v
ir
u

s
 W

t1
-5

 a
d

a
p
ta

d
o

 p
a

ra
 e

v
a

lu
a

c
ió

n
 d

e
 l
a
 a

c
ti
v
a
c
ió

n
 d

e
 C

a
s
p

a
s
a

 8
 y

 3
 e

n
 c

é
lu

la
s
 R

e
h
 i
n
fe

c
ta

d
a
s
 o

 n
o
 (

M
O

I 
1

-3
) 

o
 c

o
n

 e
l 
a

is
la

m
ie

n
to

 i
n

a
c
ti
v
a

d
o
 c

o
n

 l
u

z
 U

V
 (

U
V

/W
t1

-5
) 

(M
O

I 
2
) .

 

E
l 
c
u

lt
iv

o
 n

o
 f
u
e

 s
u

p
le

m
e

n
ta

d
o
 c

o
n

 F
B

S
 l
u

e
g

o
 d

e
 l
a
 i
n

o
c
u

la
c
ió

n
 c

o
n
 r

o
ta

v
ir
u

s
. 
S

e
 r

e
a

liz
ó

 l
a

 s
u

p
e

rp
o
s
ic

ió
n

 d
e

l 
h
is

to
g

ra
m

a
  
d
e

 l
a
s
 c

é
lu

la
s
 R

e
h
 n

o
 i
n

o
c
u

la
d

a
s
 c

o
n

 e
l 
ro

ta
v
ir
u

s
 (

c
o

lo
r 

a
z
u

l 
c
la

ro
) 

c
o

n
 l
o
s
 

h
is

to
g

ra
m

a
s
  

d
e
 l

a
s
 c

é
lu

la
s
 i

n
o
c
u

la
d

a
s
 c

o
n
 r

o
ta

v
ir
u
s
 W

t1
-5

. 
S

e
 i

n
d
ic

a
 e

l 
p

o
rc

e
n
ta

je
 d

e
 c

é
lu

la
s
 p

o
s
it
iv

a
s
 a

 l
a

 d
e

re
c
h

a
 y

 l
a
s
 n

e
g

a
ti
v
a

s
 a

 l
a
 i

z
q

u
ie

rd
a
. 

 L
o
s
 r

e
s
u

lt
a

d
o
s
 s

o
n
 r

e
p

re
s
e
n

ta
ti
v
o
s
 d

e
 d

o
s
 

d
if
e

re
n
te

s
 e

n
s
a

y
o

s
. 

E
n
 l

a
 F

ig
. 

4
D

 e
l 
lis

a
d

o
 t

o
ta

l 
d
e

 c
é

lu
la

s
 R

e
h

 (
5

0
 µ

g
 d

e
 p

ro
te

ín
a

 t
o
ta

l/
b

o
ls

ill
o

) 
 i

n
o

c
u
la

d
a
s
 c

o
n

 e
l 

ro
ta

v
ir
u

s
 W

t1
-5

 a
d

a
p

ta
d

o
 (

M
O

I 
2

),
 f

u
e
 a

n
a
liz

a
d

o
 l

u
e
g

o
 d

e
 2

4
 h

.p
.i
. 

m
e

d
ia

n
te

 
e

le
c
tr

o
fo

re
s
is

 S
D

S
 P

A
G

E
/W

e
s
te

rn
 B

lo
tt
in

g
 u

s
a

n
d

o
  

a
n
ti
c
u

e
rp

o
s
 c

o
n
tr

a
 l

a
s
 p

ro
te

ín
a
s
 B

A
X

, 
B

A
X

-A
c
ti
v
a
d

o
, 

B
c
l-
2

, 
D

ID
, 

P
ro

-C
a
s
p

a
s
a
 3

, 
C

a
s
p

a
s
a

 3
, 

C
it
o

c
ro

m
o

 C
, 

C
O

X
-V

, 
S

m
a

c
/D

ia
b

lo
, 

V
P

6
 d

e
 

ro
ta

v
ir
u

s
 y

 β
-A

c
ti
n

a
. 

L
a

 l
ín

e
a

 1
 c

o
rr

e
s
p

o
n
d

e
 a

l 
lis

a
d

o
 d

e
 c

é
lu

la
s
 R

e
h

 n
o

 i
n

fe
c
ta

d
a
s
 a

n
a

liz
a

d
a

s
 a

 l
a

s
 0

 h
.p

.i
. 

L
a

 l
ín

e
a
 2

 c
o

rr
e

s
p
o

n
d

e
 a

l 
lis

a
d

o
 d

e
 c

é
lu

la
s
 R

e
h

 n
o

 i
n

fe
c
ta

d
a
s
 a

n
a

liz
a

d
a

s
 a

 l
a
s
 2

4
 h

.p
.i
. 

L
a

 l
ín

e
a
 3

 c
o
rr

e
s
p

o
n

d
e

 a
l 
lis

a
d

o
 d

e
 c

é
lu

la
s
 R

e
h
 i
n

o
c
u

la
d

a
s
 c

o
n
 e

l 
ro

ta
v
ir
u

s
 p

re
v
ia

m
e

n
te

 i
n
a

c
ti
v
a

d
o

 c
o

n
 l
u

z
 U

V
 (

U
V

/W
t1

-5
) 

(M
O

I 
2

) 
a

n
a

liz
a

d
a

s
 a

 l
a
s
 2

4
 h

.p
.i
. 

y
 l
a

 l
ín

e
a
 4

 c
o
rr

e
s
p

o
n
d

e
 a

l 
lis

a
d

o
 d

e
 

c
é

lu
la

s
 R

e
h
 i
n
o

c
u

la
d

a
s
 c

o
n
 e

l 
ro

ta
v
ir
u

s
 (

M
O

I 
2

) 
a

n
a

liz
a

d
a
s
 a

 l
a
s
 2

4
 h

.p
.i
. 
E

n
 l
a

 F
ig

. 
4

E
 s

e
 m

u
e
s
tr

a
 e

l 
a

n
á

lis
is

 l
a

 d
e
n

s
id

a
d
 r

e
la

ti
v
a
 d

e
 l
a
s
 p

ro
te

ín
a
s
 p

a
ra

 c
a

d
a
 v

a
ri
a

b
le

. 
 



92 Caracterización del potencial oncolítico del aislamiento rotaviral Wt1-5 en cultivos primarios de leucemia 

linfoblástica aguda de precursores B 

 

 

4.5 Inducción de la fragmentación del DNA por la infección con 
el rotavirus Wt1-5 

 

Para examinar la forma en que la infección por el rotavirus Wt1-5 podría inducir la muerte 

celular, se infectaron las células Reh en la fase logarítmica de crecimiento (MOI 0.5 - 6) y 

se cultivaron en ausencia de FBS. Luego de 24 h.p.i. las células fueron fijadas y 

permeabilizadas para ser teñidas con la prueba TUNEL-FITC (verde) para evidenciar las 

rupturas en el DNA. Las proteínas estructurales de rotavirus fueron evidenciadas 

empelando anticuerpos Alexa Fluor 568 (rojo) y el núcleo celular fue teñido con DAPI (azul) 

(Fig. 5A). El ensayo de inmunofluorescencia mostró un incremento significativo de la 

población celular positiva para la señal fluorescente del ensayo TUNEL, que se relaciona 

con el aumento en la concentración del inóculo viral en el grupo de células infectadas con 

rotavirus, al compararlo con las células infectadas con virus inactivado con UV o las células 

no infectadas, mientras que en las células tratadas con DNasa no infectadas, la proporción 

de células positivas para TUNEL también se incrementó significativamente (Fig. 5A). La 

cuantificación de células simultáneamente positivas para TUNEL (verde) y para antígenos 

estructurales de rotavirus (rojo) indicó que su porcentaje se incrementó proporcionalmente 

a la MOI utilizada, comenzando en un 5% para la MOI de 0.5 hasta un 62% para la MOI 

de 6, mientras que el porcentaje de células simultáneamente negativas tanto para TUNEL 

como para rotavirus disminuyó al aumentar la MOI (Fig. 5B). 

 

Para corroborar los resultados obtenidos en las Fig. 5A y Fig. 5B, se extrajo el DNA de 

células infectadas con rotavirus Wt1-5 (MOI 1 y 6) a las 12 y 24 h.p.i. y se analizó mediante 

electroforesis en gel de agarosa.  Los resultados indicaron que las células inoculadas con 

rotavirus Wt1-5 presentaron una mayor fragmentación inter y oligonucleosomal del DNA 

celular que era compatible con un patrón de fragmentación de DNA apoptótico en 

comparación con los patrones electroforéticos para el DNA de células no infectadas, 

células infectadas con rotavirus UV inactivado y células tratadas con H2O2 usadas como 

control (Fig. 5C). También determinamos la expresión del fragmento de 89 kDa de la 

proteína PARP-1 (la proteína PARP-1 es escindida por la caspasa 3 generando el 

fragmento de 89 kDa) usando un anticuerpo específico conjugado con FITC (verde) en 

células Reh infectadas con rotavirus Wt1-5 luego de 24 h.p.i. Los antígenos estructurales 

de rotavirus se marcaron con Alexa Fluor 568 (rojo). Los resultados de la 

inmunofluorescencia indicaron que el fragmento de 89 kDa de la proteína PARP-1 aumentó 
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su señal fluorescente al aumentar la MOI en comparación con las células control no 

infectadas o inoculadas con el rotavirus UV inactivado. Sin embargo, la escisión de PARP-

1 en células infectadas fue menor que la observada en células control tratadas con DNAse 

I (Fig. 5D).  El análisis cuantitativo de las imágenes de la Fig. 5D mostró que el porcentaje 

de células que son simultáneamente positivas para el fragmento de 89 kDa de la proteína 

PARP-1 y para antígenos estructurales de rotavirus aumentó con los valores de MOI, 

comenzando en un 4% para la MOI de 0.5 hasta un 65% para la MOI de 6, mientras que 

las células control no infectadas eran en su mayoría negativas para ambas tinciones (83% 

en promedio) y exclusivamente positivas para PARP-1 en aproximadamente un 17% de la 

población celular. Las células inoculadas con Wt1-5 inactivado con UV fueron igualmente 

negativas para ambas tinciones en su mayoría (84% en promedio), mientras que las 

células tratadas con DNAse I fueron predominantemente positivas para el fragmento de 

PARP-1 (94% en promedio) (Fig. 5E). Los datos cuantitativos y sus DE fueron obtenidos 

de tres ensayos independientes realizados por duplicado. Estos resultados parecen indicar 

que la infección por el rotavirus Wt1-5 es capaz de inducir la fragmentación inter  y 

oligonucleosomal del DNA, una característica clave de la muerte celular apoptótica. 

 

4.6 Proteínas de superficie celular e infección por el rotavirus 
Wt1-5 

Para evaluar el papel de algunas proteínas celulares localizadas en la membrana 

citoplasmática  de las células Reh en la infección por el rotavirus Wt1-5, mediante ensayos 

de citometría de flujo se examinó el perfil de expresión de las proteínas celulares HSPs 

(90, 70, 60 y 40), Hsc70, PDI e integrina β3 usando anticuerpos dirigidos contra estas 

proteínas, se encontró que todas las proteínas probadas mostraron niveles detectables, 

pero la expresión de HSPs mostró una gran variación. Los porcentajes de niveles de 

expresión se distribuyeron en el siguiente orden: Hsp90 (92.3%), PDI (39.6%), Hsc70 

(30.9%), integrina β3 (29.1%), Hsp70 (28.3%), Hsp60 (10.9%) y Hsp40 (3,2%) (Fig. 6A). 

El valor más alto en la intensidad media de fluorescencia (MFI) se observó para la proteína 

Hsp70 (6800 AUF), seguido de las proteínas Hsp90 y Hsp60, mientras que los valores más 

bajos se observaron para las proteínas Hsp40, Hsc70, integrina β3 y PDI (Fig. 6B). 
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Para establecer una potencial participación de las proteínas analizadas en el proceso de 

infección por el rotavirus Wt1-5 en la línea celular Reh, las células fueron pre tratadas con 

anticuerpos policlonales dirigidos contra las HSPs (90, 70, 60 y 40), Hsc70, PDI e integrina 

β3 antes de la inoculación del rotavirus Wt1-5  (MOI 2). Posteriormente mediante citometría 

de flujo se evaluó el porcentaje de células positivas para antígenos estructurales de 

rotavirus luego de 24 h.p.i. Los resultados indicaron que la incubación previa y separada 

de anticuerpos dirigidos contra las proteínas de interés logran una reducción en el 

porcentaje de células positivas para antígenos estructurales virales, aunque esta 

disminución ocurre en diferentes proporciones para cada tratamiento, se relaciona con su 

concentración, siendo más evidente cuando los anticuerpos para todas las proteínas 

probadas se añadieron por separado a 4 μg / ml (Fig. 6C). El mayor efecto negativo sobre 

la acumulación de proteínas estructurales de rotavirus fue causado con el uso de 

anticuerpos dirigidos contra la proteína Hsp70, mostrando una reducción del 82% en la 

infección en relación con células no tratadas con anticuerpos (Las células no infectadas se 

usaron para normalizar el 100% de la infección). Mientras que el uso de anticuerpos 

dirigidos contra las proteínas Hsp90 o PDI redujo la acumulación de proteínas virales 

estructurales en un 65% y un 26%, respectivamente (Fig. 6C). El pretratamiento de células 

con anticuerpos a una concentración de 0,4 μg / ml produjo efectos inhibidores similares a 

los observados con las concentraciones de anticuerpos  de 4 μg / ml. Inesperadamente, la 

mezcla de anticuerpos  a una concentración de 0,4 μg / ml cada uno, no produjo efectos 

inhibidores aditivos sobre la acumulación de las proteínas estructurales virales (Fig. 6C). 

Los efectos inhibidores del pretratamiento con anticuerpos dirigidos contra las proteínas 

celulares sobre la acumulación de proteínas estructurales de rotavirus también se 

estimaron en términos de unidades arbitrarias de MFI (Fig. 6D). Esta estimación mostró 

que una inhibición significativa de la acumulación de proteína estructural viral solo fue 

causada por el pretratamiento con anticuerpos dirigidos contra las proteínas Hsp90, Hsc70, 

Hsp70 y la integrina β3 cuando se usaron a una concentración de 4 μg / ml. Los anticuerpos  

empleados a una concentración de 0,4 μg / ml,  no redujeron la acumulación de antígenos 

virales, excepto los dirigidos contra la integrina β3, tampoco la mezcla de todos los 

anticuerpos ensayados (Fig. 6D). 

 

Para evaluar el efecto de los anticuerpos contra las proteínas celulares sobre la viabilidad 

celular, las células Reh se incubaron por separado con anticuerpos dirigidos contra las 

proteínas Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp40, Hsc70, PDI e integrina β3 y se determinó su 
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actividad oxidorreductiva mitocondrial luego de 24 h.p.i. usando la prueba de reducción de 

Resazurina (Fig. 6E). La mayoría de los anticuerpos probados en las dos concentraciones 

empleadas (4.0 o 0.4 μg / ml) no afectaron significativamente la viabilidad celular. Sin 

embargo, se observó una ligera disminución en la viabilidad celular (entre el 10% al 20%) 

cuando se realizó el pretratamiento celular con anticuerpos contra las proteínas Hsp90, 

Hsc70 o PDI a la concentración más alta usada (4 μg / ml) (Fig. 6E). Las células no 

infectadas se usaron para normalizar el 100% de la viabilidad celular, mientras que las 

células no infectadas y tratadas con H2O2 se usaron como control negativo de la viabilidad 

celular. Un anticuerpo no relacionado (anti virus Y de la papa) también se usó como control. 

La imagen que acompaña a las Fig. 6E en la parte inferior corresponde a una fotografía 

representativa del ensayo de Resazurina a las 24 h.p.i. 

 

La viabilidad celular determinada con la prueba de exclusión con Azul de Tripán mostró un 

perfil similar al encontrado con la prueba de reducción de Resazurina (Fig. 6F). Dado que 

los anticuerpos utilizados reaccionan con las proteínas de la superficie celular, parece 

plausible sugerir que las proteínas celulares estudiadas están involucradas en la entrada 

de virus, sin excluir otros efectos intracelulares inducidos por anticuerpos que podrían 

contribuir al éxito del ciclo de vida del virus.  

 

4.7 Colocalización de las proteínas HSPs, PDI y β3 con 
antígenos estructurales del rotavirus Wt1-5 

 

Dado que se ha informado que el rotavirus usa proteínas de la superficie celular de células 

MA104, tales como Hsc70, PDI e integrina β3, queríamos determinar si las proteínas 

estructurales del rotavirus Wt1-5 co-localizan con las proteínas celulares Hsp90, Hsp70, 

Hsp60, Hsp40, Hsc70, PDI e integrina β3 en las células Reh. Para evaluar esta eventual 

colocalización, las células Reh se inocularon con rotavirus Wt1-5 (MOI 6) como se indicó 

anteriormente. Las células infectadas se cosecharon a los 0, 5, 15 y 30 minutos después 

de la inoculación y luego se fijaron con PFD. Las proteínas celulares indicadas se hicieron 

reaccionar con los anticuerpos correspondientes y se detectaron con anticuerpos 

marcados con Alexa Fluor 488 (verde), mientras que las proteínas estructurales del 

rotavirus Wt1-5 se detectaron con anticuerpos marcados con Alexa Fluor 568 (rojo) y los 

núcleos se visualizaron con DAPI (azul). 
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Las células se analizaron mediante microscopía confocal utilizando un enfoque estadístico 

global que ejecuta análisis de coeficiente de correlación de intensidad (ICCB) y determina 

el coeficiente de correlación de Pearson y el coeficiente de correlación de Mander para los 

canales verde y rojo (Fig. 7A - G). Después de este análisis, se encontró colocalización 

entre las proteínas estructurales del rotavirus Wt1-5 y las proteínas Hsp90 (Fig. 7A), Hsp70 

(Fig.7B), Hc70 (Fig. 7C) y la integrina β3 (Fig.7D) a los 0, 5 y 15 minutos después 

inoculación (índice de Pearson de 0.793 a 0.928 y índice de Mander de 0.814 a 0.952). 

Esta correlación disminuyó después de 30 min después de la inoculación. La colocalización 

de las proteínas estructurales virales con la proteína PDI mostró índices de correlación no 

específicos (índice de Pearson de 0,382 a 0,611 e índice de Mander de 0,41 a 0,703) (Fig. 

7E). No se encontraron índices de correlación significativos entre los antígenos 

estructurales de rotavirus y las proteína Hsp60 (Fig. 7F) y la proteína Hsp40 (Fig. 7G) 

(índice de Pearson de 0.329 a 0.462 y índice de Mander de 0.406 a 0.517).  

 

4.8 Descripción de la cohorte de pacientes en edad pediátrica 
diagnosticados con leucemia linfoblástica LLA-B donantes 
de las muestras de sangre periférica para la recuperación de 
linfoblastos. 

 

Se colectaron muestras de sangre periférica (SP) de 34 pacientes en edad pediátrica (0-

18 años) con diagnóstico inmunofenotípico confirmado de leucemia linfoblástica aguda de 

precursores B (LLA-B) realizado en aspirados de medula ósea (AMO), que fueron 

atendidos en el servicio de Oncohematología pediátrica de la Fundación HOMI durante el 

periodo de tiempo comprendido entre 15 de agosto de 2013 a 15 de agosto de 2015.  Se 

recolectaron muestras provenientes de pacientes con diagnóstico inicial de leucemia 

linfoblástica aguda de precursores B que no habían iniciado tratamiento al momento de la 

recolección. Fueron incluidas muestras de pacientes con riesgo bajo, intermedio (estándar) 

o alto al momento del diagnóstico, que hayan tenido recuentos de leucocitos en sangre 

periférica > 5000 cel/mm3, con porcentajes de > 20% de blastos reportados en el extendido 

de sangre periférica (SP), quienes autorizaron el uso de las muestras de SP para 

investigación del rotavirus Wt1-5 como potencial virus oncolítico. Este estudio fue aprobado 

por el comité de ética de la Fundación HOMI y de la Facultad de Medicina de la Universidad 

Nacional de Colombia antes de la recolección de muestras y de la revisión de las bases 

de datos, conservando el principio de privacidad y confidencialidad.  
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Se obtuvieron datos clínicos de interés tales como la edad, el sexo, el recuento de 

leucocitos, el % de blastos en SP, el diagnóstico de inmunofenotipo (B común, Pro B, Pre 

B o Mixta B/Mieloide), el reporte de los estudios de cariotipo (normal, monosomía, 

hiperploidía, o no realizado) y de citogenética (translocaciones t 4:11, t 9:22 y t 12:22) y 

finalmente el desenlace clínico resultante  (remisión, recaída o muerte) durante el periodo 

de seguimiento (Tabla 11).   

 

Se recolectaron un total real de 48 muestras, de las cuales 34 cumplieron los criterios de 

inclusión y exclusión del estudio, las cuales en su mayoría tuvieron un diagnóstico de 

inmunofenotipo de LLA-B común (88.2% n=30), seguidas por la LLA-Pro B (5.9% n=2), 

LLA-Pre B (2.9 % n=1) y la LLA mixta B/Mieloide (2.9% n=1) (Fig. 8A). En la (Fig. 8B) se 

indica el número de muestras obtenidas de acuerdo al porcentaje de linfoblastos hallados 

en el extendido de sangre periférica, visualizados mediante la tinción de Wright. La mayor 

parte de las muestras obtenidas tuvieron > del 80% de blastos en SP (52.9% n= 18), 

seguidas de los rangos entre el 60-79% (26.4% n= 8), 40-59% (14.7% n= 5), 20-39% (5.8% 

n= 2) y 0-19 % (2.9% n= 1) (Fig. 8B). Los hallazgos del cariotipo realizado a los linfoblastos, 

son descritos en la (Fig. 8C) encontrando un cariotipo normal en un 38.2% (n=13), 

monosomía en un 8.8% (n=3), hiperploidía en un 11.7% (n=4), no realizado en un 17.6% 

(n=6) y no se encontraron metafases en un 23.5% (n=8). El resultado del análisis para tres 

translocaciones analizadas (t 4:11, t 9:22, t 12:22), se reportó como negativo, positivo o no 

reportado (Fig. 8D). La mayoría de las muestras fueron negativas para las translocaciones 

estudiadas (entre el 61.7% al 76.4%). Se encontró positividad para la t 9:22 en un 20.5% 

(n=7) y  para la t 12:22 (n=8) (Fig. 8D). La distribución etaria de las muestras se encontró 

en un rango entre los 0-16 años, con un pico entre los 5 y 6 años (Fig. 8E). Se encontró 

una distribución equitativa entre las muestra provenientes de  sexo femenino o masculino 

con un n=17 para cada grupo (Fig. 8F).  
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Tabla 11. Datos clínicos de las muestras de linfoblastos LLA-B 

  

Tabla de datos de las muestras de linfoblastos obtenidos de pacientes diagnosticados con LLA-B que no habían iniciado 
tratamiento al momento de la recolección. Los datos mostrados son la edad, el sexo, diagnóstico fenotípico mediante 
citometría de flujo, porcentaje de linfoblastos en sangre periférica al diagnóstico, análisis citogenético para translocaciones t 
4:11, t 12:21 o t 9:22, cariotipo, el riesgo al momento del diagnóstico y si presentaron recaída o muerte durante los dos 
primeros años tras el diagnóstico.   

ALL: acute lymphoblastic leukemia, PB-blast: peripheral blood blasts.   

4.9 Evaluación de la susceptibilidad a la infección por el 
rotavirus Wt1-5 adaptado en linfoblastos LLA-B y en las 
PBMCs del grupo control sano.  

 

Dada la heterogeneidad poblacional de los linfoblastos LLA-B obtenidos de SP, buscamos 

analizar si son susceptibles a la infección por el rotavirus Wt1-5 adaptado. Para esto los 

linfoblastos LLA-B de 8 pacientes fueron recolectados, transportados y separados a la 

mayor brevedad mediante centrifugación empleando tubos CPT-BDTM de 8 ml con heparina 

sódica (la recolección y análisis se desarrollaron individualmente de forma asincrónica). 

Luego de su recuperación, los linfoblastos LLA-B fueron inmediatamente dispuestos en 

medio de cultivo RPMI sin FBS e inoculados o no con el aislamiento de rotavirus Wt1-5 

empleando multiplicidades de infección (MOI) desde 0.5 hasta 6. Luego de 24 h.p.i. los 

linfoblastos fueron analizados mediante citometría de flujo para evaluar la presencia de 

proteínas estructurales de rotavirus (VP). Se encontró una proporción creciente de células 

positivas a VP de rotavirus con el aumento de la MOI (Fig. 9A), con un máximo entre 58-

54 % para la MOI de 6. A partir de la MOI de 1 se hallaron diferencias significativas en la 
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expresión de VP al compararlos con los grupos control de linfoblastos inoculados con el 

virus inactivado con luz UV o células no infectadas (Fig. 9A). Interesantemente este mismo 

análisis realizado en 10 muestras  de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) 

mostró un porcentaje máximo del 10% de positividad para VP en la MOI más alta (Fig. 9E).  

El análisis de la intensidad media de fluorescencia (MFI) del ensayo de la Fig. 9A, mostró 

un incremento en la MFI  relacionado con la MOI, siendo igualmente mayor para la MOI de 

6, sin embargo las MOI de 0.5, 1 y 2 tuvieron valores de MFI similares (Fig. 9B), mientras 

que los valores de MFI de los ensayos de la Fig. 9E fueron considerablemente menores y 

constantes en las PBMCs independientemente de la MOI empleada (Fig. 9F).  

 

Se examinó la acumulación de VP rotavirales en 8 muestras de blastos LLA-B a las 6, 12, 

18 y 24 h.p.i. en células inoculadas o no con una MOI de 2 del rotavirus Wt1-5. El análisis 

de las VP mediante citometría de flujo mostró una acumulación de antígenos rotavirales 

desde las 6 h.p.i (4%), aunque no se obtuvieron diferencias significativas con el grupo 

control.  Estas diferencias se evidenciaron desde las 12 h.p.i. (10% en promedio), y un 

máximo a las 24 h.p.i. (22% en promedio) (Fig. 9C). Por otro lado, los resultados de las 

PBMCs infectadas con rotavirus en condiciones similares, reportaron que luego de 18 y 24 

h.p.i. alrededor de un 8% y un 10% de células fueron respectivamente positivas para VP 

obteniendo diferencias significativas con los grupos control. Sin embargo al comparar estos 

resultados con los obtenidos para los linfoblastos se denotan valores mucho menores (Fig. 

9G).  Equivalentemente el análisis de la MFI del ensayo de la Fig. 9C reportó una tendencia 

similar en relación a la acumulación de la señal fluorescente asociada a la MOI usada (Fig. 

9D), mientras que este mismo análisis realizado a las PBMCs  de la Fig. 9G reveló que la 

MFI no cambió entre las distintas MOI y que sus valores son comparativamente inferiores 

a los obtenidos en los ensayos con los linfoblastos LLA-B (Fig. 9H). Se muestran 

fotografías representativas de los ensayos de inmunofluorescencia de linfoblastos LLA-B 

(Fig. 9I) y de PBMCs (Fig. 9J) infectados o no con rotavirus Wt1-5 (MOI 2) luego de 24 

h.p.i. que fueron co-etiquetados para examinar la presencia de VP rotavirales (FITC, verde) 

y el núcleo fue marcado con DAPI (azul). Como complemento se muestra la superposición 

de imágenes (Merged) y la Microscopía de Contraste Diferencial interferencial (DIC). El 

análisis cualitativo de las imágenes mostró la presencia de antígenos VP de rotavirus en 

el citoplasma de los linfoblastos LLA- B (Fig. 9I) pero no en las PBMCs (Fig. 9J).   
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4.10  Efectos de la inoculación con el rotavirus Wt1-5 sobre la 
viabilidad celular y la permeabilidad de la membrana celular 

 

Con el fin de establecer los cambios en la viabilidad de los linfoblastos LLA-B y las PBMCs 

inoculados con el rotavirus Wt1-5 (MOI 0.5-6) luego de 24 h.p.i. en ausencia de FBS, se 

evaluó la integridad de la membrana citoplasmática mediante el ensayo de exclusión con 

Azul de Tripán en 8 muestras LLA-B y en 10 muestras del grupo control PBMCs. El ensayo 

mostró que en los linfoblastos inoculados con rotavirus la permeabilidad al Azul de Tripán 

aumenta progresivamente con el incremento en la MOI empleada, partiendo de una 

reducción en la viabilidad celular del 15% para la MOI de 1 hasta un 68% para la MOI de 

6 (Fig. 10A).  De otra parte, en las PBMCs inoculadas con rotavirus no se incrementó 

significativamente la permeabilidad al Azul de Tripán  en comparación con los grupos 

control de células no infectadas y células inoculadas con rotavirus UV inactivado, 

observando una reducción máxima del 10% en la viabilidad celular (Fig. 10D). Para ambos 

grupos celulares el tratamiento con 1μM de H2O2 comprometió completamente la integridad 

de la membrana permitiendo la incorporación de la tinción.   

 

Se examinaron las consecuencias de la infección sobre la actividad oxidorreductiva 

mitocondrial mediante el ensayo de Resazurina en linfoblastos LLA-B (n=8) y PBMCs 

(n=10) inoculadas o no con rotavirus Wt1-5 (MOI 0.5 – 6) en ausencia de FBS a las 24 

h.p.i. En los linfoblastos los resultados mostraron una disminución en la actividad 

oxidorreductiva a partir de la MOI de 1 (12%), encontrando una mayor reducción en la MOI 

de 6 (70%). Los linfoblastos no infectados o los inoculados con rotavirus UV inactivado 

mantuvieron su actividad oxidorreductiva. Para las células tratadas con H2O2 la actividad 

se redujo al 0% (Fig. 10B). No se encontraron cambios significativos  en la actividad 

oxidorreductiva en el grupo de PBMCs control, excepto en las MOI de 3 y 6 donde se halló 

una reducción del 5 % y del 18 % respectivamente (Fig. 10E).  

 

Con el propósito de confirmar los hallazgos encontrados en los anteriores ensayos, se 

analizó el potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm) con el reactivo DiOC6 (3) y la 

permeabilidad de la membrana celular usando 7-AAD tanto en los linfoblastos LLA-B (Fig. 

10C), como en las PBMCS (Fig. 10F) inoculadas o no con rotavirus Wt1-5 (MOI 2) 

cultivadas sin FBS y analizadas luego  24 h.p.i. Los diagramas de puntos (Dot plots) de la 

citometría de flujo representan la combinación de ambas tinciones. Las células que 
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mantienen tanto la integridad de la membrana citoplasmática así como el ΔΨm (viables) 

están en el cuadrante inferior derecho. El cuadrante superior derecho representa las 

células que mantienen el ΔΨm pero han perdido la integridad de la membrana 

citoplasmática (células necróticas). El cuadrante inferior izquierdo representa las células 

que mantienen la integridad de la membrana citoplasmática pero han perdido el ΔΨm 

(células en apoptósis temprana) y finalmente, el cuadrante superior izquierdo representa 

las células que han perdido tanto la integridad de la membrana citoplasmática como el 

ΔΨm (células en apoptósis tardía). Los ensayos indicaron que los linfoblastos control no 

infectados mantuvieron su ΔΨm en un 68.3 % mientras que un 20.9% lo pierde y un 2.8 % 

presenta cambios en la permeabilidad de la membrana. Se encontraron resultados 

similares para las células inoculadas con virus inactivado por UV (MOI 2). En los 

linfoblastos tratados con H2O2 los porcentajes de células se encontró un 44.3% de células 

son positivas para 7-AAD y negativas a DiOC6, indicando un compromiso a nivel de la 

membrana citoplasmática y en el ΔΨm. La marcación permitió encontrar un 17.3 % de 

células positivas a 7-AAD y negativas a DiOC6, un 20.6% de negatividad para DiOC6, un 

9.0% de positividad para 7-AAD y un 52.8% de positividad a DiOc-6 (Fig.10C). 

Comparativamente, los resultados obtenidos en las células PBMCs, indicaron que el 68.3% 

de las células control no infectadas mantuvieron su ΔΨm, con un 31.2 % de células 

negativas a DiOC6 y un 0.0 % de células positivas para 7-AAD. Tanto las células  PBMCs 

inoculadas con rotavirus activo o UV inactivado mantuvieron un comportamiento bastante 

similar en la marcación al encontrado en el grupo control de células no infectadas (Fig. 3D) 

indicando un efecto citotóxico preferencial por parte del rotavirus Wt1-5 adaptado sobre los 

linfoblastos LLA-B. Los resultados mostrados son representativos de una muestra por cada 

grupo examinado (LLA-B y PBMCs). Todos los ensayos representan la desviación 

estándar (SD) de dos experimentos independientes realizados por duplicado.  
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Figura 11. Evaluación de la viabilidad celular luego de la inoculación con el rotavirus Wt1-5 adaptado en linfoblastos 
LLA-B y en las PBMCs del grupo control sano luego de 24.h.p.i.  

La Fig. 10A (LLA-B) y la Fig. 10D (PBMCs) muestran el análisis de la viabilidad celular con el test de exclusión de azul de 
tripan para el ensayo de las Fig. 9A y Fig. 9E respectivamente. En las Fig. 10B (LLA-B) y Fig. 10E (PBMCs) se determinó 
el estado oxidorreductivo usando el ensayo de viabilidad celular con Resazurina para los ensayos de las Fig. 9A y Fig. 9E 
respectivamente. Los linfoblastos LLA-B y las PBMCs recuperadas y purificadas se procesaron inmediatamente, siendo 
inoculadas o no con el rotavirus adaptado adaptado Wt1-5 previamente activado con tripsina, sin suplemento de FBS. Como 
control se empleó rotavirus previamente inactivado con luz UV (UV/Wt1-5) (MOI 2). El número de muestras analizadas en 
los ensayos con linfoblastos fue n= 8 y en las PBMCs fue n=10. Las Fig. 10C (LLA-B) y Fig. 10F (PBMCs) muestran el 
análisis mediante citometría de flujo del  potencial de membrana mitocondrial (delta ψm) evaluado con  DiOC6(3) y de la 
permeabilidad de la membrana citoplasmática evaluado con 7-AAD infectadas o no con el rotavirus adaptado Wt-1-5 y 
analizadas luego de 24 h.p.i. para un paciente representativo en cada caso (LLA-B= Pte 24 y PBMCs Pte 32). Las células 
viables (no- apoptóticas y no necróticas) están presentes en el cuadrante inferior derecho.  El cuadrante superior derecho 
representa las células Necróticas.  El cuadrante inferior izquierdo representa células en apoptosis temprana. El cuadrante 
superior izquierdo representa las células en apoptosis tardía. Se indican los porcentajes de cada cuadrante. Los resultados 
son representativos de dos diferentes ensayos. Se usaron  anticuerpos de control de isotipo para ajustar los cuadrantes. Los 
valores de todos los ensayos representados corresponden a la mediana de dos experimentos independientes por condición. 

4.11 Análisis de infectividad del rotavirus Wt1-5 adaptado sobre 
linfoblastos LLA-B  y en PBMCs  

 

Para establecer comparativamente un efecto selectivo de la capacidad infecciosa del 

rotavirus Wt1-5 adaptado sobre células tumorales, los Linfoblastos LLA-B (n=34) y las 

PBMCs (n=34) fueron inoculadas o no con rotavirus (MOI 1 y 2) y cultivados sin FBS. 
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Luego de 24 h.p.i. se analizó la expresión de VP rotavirales mediante citometría de flujo. 

Los resultados mostraron que los linfoblastos inoculados con rotavirus Wt1-5 presentaron 

una mayor proporción promedio de células positivas a antígenos de rotavirus relacionada 

con el aumento en las MOI, encontrando un promedio de acumulación de antígenos 

rotavirales del 25% en la MOI 2, con un máximo de 82% y un mínimo de 1%. La positividad 

de antígenos virales en las células PMBC fue considerablemente menor al de los 

linfoblastos, hallando un promedio de positividad del 3% en la MOI 2, con un máximo de 

12% y un mínimo de 0% (Fig. 11A). Al analizar la intensidad media de fluorescencia (MFI) 

de los ensayos de la Fig. 11A, se muestra un incremento en la señal de fluorescencia para 

los linfoblastos LLA-B inoculados con rotavirus de acuerdo con la MOI utilizada, obteniendo 

su máximo valor en la MOI de 2. Este incremento no se observó en las células PBMCs 

control (Fig. 11B). Llama la atención en estos dos análisis que en los resultados de los 

linfoblastos infectados se denota una distribución en 3 grupos característicos, teniendo un 

grupo aparentemente resistente a la infección, un grupo medianamente susceptible y un 

grupo altamente susceptible. 

 

Para evaluar los efectos que presenta la inoculación con el rotavirus Wt1-5 adaptado la 

permeabilidad de la membrana celular de los Linfoblastos LLA-B (n=34) y de las PBMCs 

(n=34), estas células fueron inoculadas o no con rotavirus (MOI 1 y 2) y cultivados sin FBS. 

Se determinó la viabilidad celular mediante la prueba de exclusión con el Azul de Tripán a 

las 24 h.p.i.  Los resultados mostraron un incremento en la permeabilidad celular en los 

linfoblastos infectados, con un promedio poblacional de viabilidad del 84% en la MOI 1 

(máxima del 96% y mínima del 38%) y con un promedio del 75% en la MOI 2 (máxima del 

92% y mínima del 18%). Estas diferencias son estadísticamente significativas al 

compararlas con los grupos de células PBMCs control, quienes mantuvieron una viabilidad 

promedio del 90%. La viabilidad celular en los linfoblastos y las PBMCS para los grupos 

de células no infectadas o células inoculadas con rotavirus UV inactivado (MOI 2) se 

mantuvo en un promedio del 92% (Fig. 11C). Los resultados representan la desviación 

estándar (SD) de dos experimentos independientes realizados por duplicado. El análisis 

de los resultados sugiere que los linfoblastos LLA-B son susceptibles a la infección por el 

rotavirus Wt1-5 adaptado de forma dependiente de la MOI empleada y que su replicación 

genera efectos citotóxicos en estas células, mientras que las PBMCs no son igualmente 

susceptibles, sugiriendo una selectividad del efecto oncolítico. 
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Figura 12. Análisis de infectividad del rotavirus Wt1-5 adaptado en linfoblastos LLA-B  obtenidos de sangre periférica 
de pacientes con diagnóstico confirmado de LLA-B que no han iniciado tratamiento y en PBMCs obtenidas del grupo 
control sano.  

Los Linfoblastos LLA-B y las PBMCs recuperadas y purificadas de muestras de sangre periférica se procesaron 
inmediatamente, siendo inoculadas o no con el rotavirus Wt1-5 adaptado (MOI 1 y 2) previamente activado con tripsina. 
Como control se empleó rotavirus previamente inactivado con luz UV (UV/Wt1-5) (MOI 2), luego de 24 h.p.i. las células 
fueron fijadas con PFD (paraformaldehído) y permeabilizadas.  La Fig. 11A corresponde al análisis por citometría de flujo 
para la evaluación de la expresión de antígenos estructurales de rotavirus. En la  Fig. 11B se representa la intensidad media 
de fluorescencia (MFI) para antígenos rotavirales para el mismo ensayo de la Fig. 11A. Se usaron  anticuerpos de control de 
isotipo como control para ajustar los cuadrantes. La Fig. 11C corresponde al análisis del porcentaje de viabilidad de 
linfoblastos LLA-B y las PBMCs, determinada con la prueba de exclusión de Azul de Tripán. Los valores de todos los ensayos 
representados corresponden a la mediana de dos experimentos independientes por muestra obtenida de cada paciente. El 
número de muestras analizadas en los ensayos con linfoblastos fue n= 34 y en las PBMCs fue n=34. Las muestras fueron 
recolectadas asincrónicamente. 
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4.12  Análisis de la expresión de las proteínas Hsp90, Hsp70, 
Hsp60, Hsp40, Hsc70, β3 y PDI en la membrana 
citoplasmática de los linfoblastos LLA-B y de las PBMCs 

 

Se examinó el perfil de expresión de las proteínas celulares HSPs (90, 70, 60 y 40), Hsc70, 

PDI e integrina β3 en los linfoblastos LLA-B (n=34) y en las PBMCs (n=34) no infectados 

mediante ensayos de citometría de flujo usando anticuerpos dirigidos contra estas 

proteínas. Al analizar el porcentaje poblacional de expresión en los linfoblastos se encontró 

que todas las proteínas probadas mostraron niveles detectables, excepto para Hsp60 y 

Hsp40 siendo mayores para los linfoblastos  LLA-B. Los porcentajes de expresió promedio 

en los linfoblastos se distribuyeron de la siguiente manera: Hsp70 (25%), Hsp90 (21%), 

PDI (18%), Hsc70 (10%), integrina β3 (3%), Hsp60 (1%) y Hsp40 (0,5%), mientras que en 

las PBMCs se reportó lo siguiente: Hsp70 (17%), Hsp90 (8%), PDI (3%), Hsc70 (4%), 

integrina β3 (4%), Hsp60 (0%) y Hsp40 (0%) (Fig. 12A). Al determinar los valores de  MFI 

para la expresión de proteínas en los linfoblastos se encontró que el valor promedio más 

alto se observó para la proteína Hsp90 (550 AUF), seguido de las proteínas Hsp70 (490 

AUF) y Hsc70 (320 AUF), PDI (110 AUF), mientras que los valores más bajos se 

observaron para las proteínas Hsp60, Hsp40 e integrina β3. Con relación a los resultados 

encontrados en las PBMCs los valores de MFI fueron estadísticamente inferiores para 

todas las proteínas examinadas, con valores de MFI por debajo de 100 (AUF) (Fig. 12B). 

Sin embargo  es notorio que en estos dos análisis, los resultados de los linfoblastos LLA-

B muestran una distribución en 3 grupos característicos, teniendo un grupo con una alta 

expresión, un grupo con una media expresión y un grupo con una baja expresión. Mientras 

que en la población de células PBMCs la distribución es más homogénea.  

 

Con el propósito de establecer una expresión simultanea de las proteínas de interés en 

cada una de las muestras se realizó un perfil comparativo de la expresión porcentual para 

esta,  mediante un análisis 3D scatter Plot representados en los ejes XYZ entre las 

proteínas de la membrana citoplasmática Hsp90 (eje X), Hsp70 (eje Y), Hsp60, Hsp40, 

Hsc70, β3 y PDI (todas eje Z) de los linfoblastos LLA-B (Fig. 12 C) y de células PBMCs no 

infectadas (Fig. 12 D). Para los linfoblastos se encontró una asociación en la expresión 

porcentual poblacional para las proteínas Hsp90, Hsp70 y β3 (n=8), Hsp90, Hsp70 y Hsc70 

(n=5) y para Hsp90, Hsp70 y PDI (n= 4), mientras que los linfoblastos que presentan baja 

expresión de Hsp90, Hsp70 igualmente presentan una baja expresión de Hsp60 y Hsp40 
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(Fig. 12 C). Este mismo análisis aplicado a las células PBMCs reportó una uniformidad 

hacia la baja expresión de todas las proteínas (Fig. 12 D).  

 

Para establecer la participación de las proteínas analizadas en la infección por el rotavirus 

Wt1-5 en los linfoblastos LLA-B, las células fueron pre tratadas antes de la inoculación del 

rotavirus Wt1-5 (MOI 2) con anticuerpos policlonales dirigidos contra las HSPs (90, 70, 60 

y 40), Hsc70, PDI e integrina β3. Luego de 24 h.p.i. las células fueron analizadas para 

antígenos estructurales (VP) de rotavirus mediante citometría de flujo. Los resultados 

indicaron que la incubación anticuerpos dirigidos contra las proteínas de interés de forma 

individual logran reducir el porcentaje de células positivas para VP. De forma similar a lo 

sucedido en la línea cular Reh (Fig. 6C), esta disminución ocurre en diferentes 

proporciones para cada anticuerpo y se relaciona con su concentración, siendo más 

evidente cuando los anticuerpos son adicionados a 4 μg / ml. El mayor efecto sobre la 

disminución de la infección fue causado con el uso de anticuerpos dirigidos contra las 

proteínas Hsp90, Hsp70, Hsc70, PDI y β3, mostrando una reducción del 80%, 78%, 71%, 

70% y 70% respectivamente. (Las células infectadas se usaron para normalizar el 100% 

de la infección). Mientras que el uso de anticuerpos dirigidos contra las proteínas Hsp60 o 

Hsp40 no logran disminuir  el porcentaje de células positivas para proteínas virales 

estructurales. La  mezcla de anticuerpos  a una concentración de 0,4 μg / ml cada uno, fue 

el tratamiento que redujo en una mayor proporción la infección pero no produjo efectos 

inhibidores aditivos sobre la acumulación de VP (20% de infección) (Fig. 12E). También 

se analizó la acumulación de proteínas estructurales de rotavirus también se estimaron en 

términos de unidades arbitrarias de MFI en los linfoblastos pre tratados con anticuerpos 

contra las proteínas de superficie. Esta estimación mostró una disminución de la MFI  para 

antígenos VP de forma significativa con el pretratamiento con anticuerpos dirigidos contra 

las proteínas Hsp90, Hsc70, Hsp70 o la combinación de todos los anticuerpos (Fig. 12F).  

En conjunto estos resultados permiten sugerir que las proteínas celulares HSp90, Hsp70, 

Hsc70, β3 y PDI están involucradas en la entrada de virus, sin excluir otros efectos 

intracelulares inducidos por anticuerpos que podrían contribuir con la disminución de éxito 

de la replicación viral. 
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4.13  Correlación entre expresión de las proteínas Hsp90, Hsp70,  
Hsc70, β3 y PDI con los % de infección y muerte celular de 
los linfoblastos LLA-B y las PBMCs. 

 

Para establecer una potencial asociación entre la expresión de antígenos virales, la 

disminución de la viabilidad y la expresión de las proteínas celulares HSPs (90, 70, 60 y 

40), Hsc70, PDI e integrina β3 en los linfoblastos LLA-B (n=34) y en las PBMCs (n=34) 

infectadas o no con el rotavirus Wt1-5 adaptado (MOI 2) luego de 24 h.p.i., se realizó un 

análisis 3D scatter Plot, donde el eje X representa la muerte celular analizada mediante la 

prueba de exclusión con Azul de Tripán, la expresión de las proteínas en la membrana 

citoplasmática se representa en el eje Y, y la expresión de antígenos estructurales (VP) de 

rotavirus para  en el eje Z. El número de muestras analizadas fue n= 34. La (Fig. 13A) 

muestra el análisis 3D scatter Plot comparativo  para las células no infectadas y la (Fig. 

13B) muestra el análisis de células inoculadas con el rotavirus inactivados, encontrando 

en ambos ensayos un porcentaje poblacional de muerte promedio del 20%, con una 

expresión mayor del 50% para las proteínas Hsp70, Hsp90, Hsc70 y PDI en 6 muestras. 

La (Fig. 13C) indica los resultados para los linfoblastos inoculados con una MOI de 1  y la 

(Fig. 13D) muestra los resultados de células infectadas con una MOI de 2. Como tendencia 

general para la MOI de 1 y 2 se encontró que los linfoblastos LLA-B que presentaban 

mayores porcentajes de expresión de VP virales, simultáneamente presentaron una mayor 

expresión de proteínas Hsp90, Hsp70 e intermedias  de Hsc70, β3, PDI y bajas para Hsp60 

y Hsp40, y al mismo tiempo presentaron porcentajes de mortalidad entre el 40-80% en la 

MOI 2 para 8 muestras. Estas diferencias son significativas en comparación con los grupos 

control de células no infectadas o células inoculadas con virus UV inactivado (Fig. 13D). 

Estos hallazgos se corroboraron mediante  el análisis del coeficiente de correlación 

(regresión lineal) entre el % de infección y el porcentaje de mortalidad luego de 24 h.p.i. 

en linfoblastos LLA-B infectados o no con rotavirus Wt1-5 (Fig. 13E - H). La  (Fig. 13E) 

muestra los resultados para los linfoblastos no infectados. La  (Fig. 13F) muestra los 

resultados para linfoblastos LLA-B inoculados con el rotavirus adaptado UV inactivado. La 

(Fig. 13G) muestra linfoblastos LLA-B inoculados con el rotavirus adaptado a una MOI de 

1 y la (Fig. 13H) para la MOI de 2. El cálculo de la regresión lineal para predecir el 

porcentaje de muerte celular asociada al porcentaje de infección encontró un valor p < 

0.0001 y un r2 de 0.794 para la MOI 2, un valor p < 0.0001 y un r2 de 0.422 para la MOI 1, 

un valor p < 0.0004 y un r2 de 0.418 para las células inoculadas con rotavirus UV inactivado 
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a MOI 2 y un valor p < 0.0003 y un r2 de 0.127 para las los linfoblastos no infectados, 

sugiriendo que la muerte celular es debida a la infección por el rotavirus Wt1-5 adaptado.  

 

El análisis de correlación 3D scatter Plot  en las  PBMCs (Fig. 14A-D) que asocia la 

expresión de antígenos virales, la disminución de la viabilidad y la expresión de las 

proteínas celulares, encontró que en este grupo celular los porcentajes de expresión de 

VP virales son considerablemente menores a los hallados en los linfoblastos LLA-B, y así 

mismo presentaron una menor expresión de proteínas HSPs (90, 70, 60 y 40), Hsc70, PDI 

e integrina β3,  sumados a bajos porcentajes de mortalidad con menos del 20% en la MOI 

2 (Fig. 13D). Estas diferencias son equiparables a las obtenidas en el control de células 

PBMCs no infectadas o células inoculadas con virus UV inactivado y significativamente 

distintos a los encontrados en los linfoblastos (Fig. 14A-C). 

 

El análisis de regresión lineal de las PBMCs (Fig. 14E-H) muestra los resultados del cálculo 

regresión lineal para predecir el porcentaje de muerte celular asociada al porcentaje de 

infección en las células PBMCs inoculadas o no con el rotavirus adaptado a las 24 h.p.i. 

En el grupo de células PBMCs infectadas se encontró un valor p < 0.0001 y un r2 de 0.741 

para la MOI 2 (Fig. 14H),  un valor p < 0.0001 y un r2 de 0.512 para la MOI 1 (Fig. 14G), 

un valor p < 0.0002 y un r2 de 0.415 para las células inoculadas con rotavirus UV inactivado 

a MOI 2 (Fig. 14F), y un valor p < 0.0001 y un r2 de 0.503 para las los linfoblastos no 

infectados (Fig. 14E). Sugiriendo que las PBMCs son resistentes a la infección y muerte 

celular asociadas a la infección por el rotavirus Wt1-5 adaptado.  
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4.14  Análisis multivariado de las muestras de linfoblastos LLA-B 
y PBMCs. 

 

Se realizó un análisis de componentes principales (en español ACP, en inglés Principal 

component analysis,  PCA) para las variables infección (en % y MFI), muerte celular (en 

%), y expresión de proteínas celulares (en % y MFI) en los grupos de células no infectadas, 

células inoculadas con virus UV inactivado, células inoculadas a una MOI 1 y MOI 2 luego 

de 24 h.p.i., tanto en los linfoblastos LLA-B (Fig. 15A) como en las células PBMCs (Fig. 

15B). La gráfica del análisis de los linfoblastos LLA-B mostró claramente dos diferentes 

grupos en las composiciones vectoriales. En el grupo correspondiente al primer 

componente se encontraron agrupadas las variables de expresión de proteínas (% y MFI) 

para las proteínas Hsp70, Hsp60, Hsp40, Hsc70, PDI y β3,  así como la MFI para células 

no infectadas o células inoculadas con rotavirus UV inactivado.  En el grupo perteneciente 

al segundo componente se hallaron agrupadas las variables de infección y muerte celular 

(%  y MFI) así como la MFI de la Hsp90. En general la diferencia en las desviaciones 

estándar (SD) se encontraba entre 0.1 - 0.25. Estos resultados sugieren que la 

susceptibilidad a la infección por el rotavirus Wt1-5 adaptado y la muerte celular asociada 

a la infección se relacionan principalmente con la intensidad en la expresión de la proteína 

Hsp90 de la superficie celular, sin que mediante este análisis podamos descartar la 

asociación funcional biológica con las demás proteínas debido a la orientación vectorial 

cercana hacia el primer componente (Fig. 15A).   

 

La gráfica del análisis de componentes principales de las PBMCs mostró un grupo principal 

y varios grupos divergentes. El grupo correspondiente al grupo principal se relaciona  con 

ambos componentes y en este se encontraron agrupadas las variables de infección y 

muerte celular (%  y MFI) y Hsp90 (%), conexas con una orientación vectorial opuesta para 

la expresión de las proteínas Hsp70 y PDI  (MFI) y Hsp60 (%). Dentro de los grupos 

divergentes se resaltan la agrupación hacia el primer componente de las variables no 

infección (%) y la expresión de la integrina β3 (MFI), la expresión de la Hsc70 (%) con no 

infección (MFI) y una con una orientación vectorial opuesta para la expresión de la integrina 

β3 (%). Estos resultados sugieren que la mayor expresión de la Hsp90 (%) puede 

relacionarse con cierto grado de susceptibilidad a la infección por el rotavirus Wt1-5 en las 

PBMCs y que aquellas células que se encuentran infectadas con rotavirus mueren. 
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También se puede sugerir que la expresión de la integrina β3 (%)  se relaciona de forma 

opuesta con la no infección.  

 

En las (Fig. 15C y 15D) se muestran esquemáticamente mediante una matriz los 

resultados del análisis de correlación de Pearson para las variables analizadas en las Fig. 

15A y Fig. 15B respectivamente. Los valores son representados mediante un mapa de 

calor en donde un valor de correlación de cero se indica en color crema claro, un valor de 

correlación de 1 se indica en color rojo y un valor de correlación de -1 se representa en 

color verde. Para los linfoblastos LLA-B los resultados de correlación mostraron una 

correlación positiva entre susceptibilidad a la infección (MOI 1 y 2) y la expresión de las 

proteínas Hsp90, Hsp70 tanto en % como en MFI y con las proteínas Hsc70 y PDI en MFI 

(índice de Pearson entre 0.5-0.9). También se encontró una correlación positiva para la 

expresión simultánea de las proteínas Hsp90, Hsp70, Hsc70 y PDI en % y MFI (índice de 

Pearson entre 0.6-0.95) (Fig. 15C). Al aplicar este análisis a las PBMCs se encontró una 

correlación positiva significativa entre la susceptibilidad a la infección (%) y los porcentajes 

de muerte celular (%) (Índice de Pearson entre 0.45-0.75),  y una correlación negativa entre 

la expresión de las proteínas (baja) y la susceptibilidad a la infección por el rotavirus Wt1-

5 (índice de Pearson entre -0.45 y - 0.95). Confirmando la asociación biológica entre la 

presencia de estas proteínas en la membrana citoplasmática y la susceptibilidad a la 

infección.   

 

Con el propósito de establecer una relación entre algunas de las variables recolectadas de 

la historia clínica con los resultados del laboratorio, se desarrolló un análisis de 

correspondencias múltiples para las variables que se mencionan a continuación: % de 

blastos en sangre periférica, presencia de anomalías citogenéticas, recaída, muerte del 

paciente, compromiso del SNC, Riesgo al momento del diagnóstico (riesgo estándar, 

intermedio o alto), fenotipo de la leucemia (B-Común, Pro-B, Pre-B o Mixta B/mieloide), % 

de expresión en % de las proteínas HSP (90, 60, 70, 60, 40), Hsc70, PDI y β3, Infección y 

muerte en la MOI 2 luego de 24 h.p.i. Los datos fueron agrupados en rangos (0.0%-33.3%, 

33.4%-66.6% y 66.7%-100%) para cada una de las variables. En este análisis llama la 

atención la asociación entre la expresión de las proteínas Hsp70 (66-100%) y la Hsc70 (0-

32%) con el alto riesgo al momento del diagnóstico, el compromiso del SNC y la muerte 

de los pacientes, así como la relación entre la expresión de la proteína PDI (33-45%) con 

la susceptibilidad a la infección (33-65%) y la muerte celular (33-100%). También se 
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reportó la asociación entre la expresión de las proteínas Hsc70 (33-65%), la Hsp70 (33-

65%) y la integrina β3 (33-65%). Por otro lado también se denota la relación entre el riesgo 

de recaída de los pacientes con leucemia LLA-Pro B, como también la correspondencia en 

la expresión de la Hsp90 (33-66%) con el porcentaje de blastos en sangre periférica (66-

100%) (Fig. 15C). Estos resultados dan paso a sugerir un uso potencial de las proteínas 

Hsp90, Hsp70, Hsc70, β3 y PDI como marcadores de riesgo clínico y de susceptibilidad a 

la infección por el rotavirus Wt1-5 adaptado en pacientes con leucemia aguda de 

precursores B.  Los resultados de laboratorio individualmente obtenidos para los 

linfoblastos LLA-B y las PBMCs pueden ser consultados en las Tablas 12 y 13.  

4.15  Caracterización electroferotípica  y genotípica del rotavirus 
Wt1-5 adaptado. 

 

Para caracterizar el patrón de corrido electroforético del dsRNA del rotavirus Wt1-5 

adaptado se extrajo el dsRNA viral con la técnica estándar de fenol-cloroformo a partir de 

viriones de rotavirus Wt1-5 purificados en un gradiente de densidad con cloruro de cesio. 

El dsRNA rotaviral fue analizado mediante electroforesis PAGE al 10% a 13 mA a 

temperatura ambiente (22 °C) durante 24 horas. Posteriormente el gel fue teñido con plata. 

En la (Fig. 16A) el primer carril corresponde al aislamiento Wt1-5, el carril número 2 

corresponde al aislamiento Wt1-1 y el tercer carril al aislamiento Wt-2. En estos ensayos 

se encontró que los patrones de migración electroforética fueron esencialmente los 

mismos, mostrando 11 segmentos genómicos con un patrón de distribución estándar de 

rotavirus del grupo A de 4-3-2-2.  En la (Fig. 16B) se muestra la distribución del tamaño 

del genoma del rotavirus Wt1-5 adaptado mediante una gráfica de densidad. Se muestran 

3 picos principales que se corresponden al rango de tamaños de los segmentos rotavirales 

aproximadamente desde los 660 a 3,300 nucleótidos, cuyo tamaño genómico total es de 

alrededor de 18,500 pares de bases (pb).  
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Tabla 12. Resultados de laboratorio de las muestras de linfoblastos LLA-B 

inoculados con rotavirus Wt1-5 luego de 24 h.p.i. 

 
 
La tabla de datos muestra los resultados de laboratorio para los linfoblastos LLA-B inoculados o no con rotavirus Wt1-5 luego 
de 24 h.p.i.  Los datos mostrados son el porcentaje de infección, la intensidad media de fluorescencia (MFI) de la infección, 
el porcentaje de muerte celular, el porcentaje de expresión y la MFI de las proteínas Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp40, Hsc70, 
β3 y PDI al momento de la recolección de las muestras previamente al desarrollo de los ensayos de infección. Los recuadros 
rojos muestran los porcentajes mayores al 50% y los recuadros azules muestran los porcentajes entre el 25.0%-49.9%.  
h.p.i.: hours post infection, MFI: Mean fluorescence intensity, UV/Wt1-5: Ultraviolet light inactivated rotavirus, MOI: Multiplicity 
Of Infection, Hsp: Heat shock protein, β3: Integrin beta 3, PDI: Protein disulfide isomerase 
 
 

Tabla 13. Resultados de laboratorio de las PBMCs del grupo control sano 
inoculadas con rotavirus Wt1-5 luego de 24 h.p.i. 

 

Tabla de datos que muestra los resultados de laboratorio para las PBMCs del grupo control sano inoculadas o no con 
rotavirus Wt1-5 luego de 24 h.p.i.  Los datos mostrados son el porcentaje de infección, la intensidad media de fluorescencia 
(MFI) de la infección, el porcentaje de muerte celular, el porcentaje de expresión y la MFI de las proteínas Hsp90, Hsp70, 
Hsp60, Hsp40, Hsc70, β3 y PDI al momento de la recolección de las muestras previamente al desarrollo de los ensayos de 
infección. Los recuadros azules muestran los porcentajes entre el 25.0%-49.9% y los recuadros verdes muestra los 
porcentajes entre 10.0%-24.9%.  
PBMCs: peripheral blood mononuclear cell, h.p.i.: hours post infection, MFI: Mean fluorescence intensity, UV/Wt1-5: 
Ultraviolet light inactivated rotavirus, MOI: Multiplicity Of Infection, Hsp: Heat shock protein, β3: Integrin beta 3, PDI: Protein 
disulfide isomerase. 
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Para realizar la identificación genotípica del rotavirus Wt1-5 adaptado se realizó RT-PCR 
y PCR semi-anidada para la amplificación de los fragmentos rotavirales VP7 y VP4 de 
acuerdo a las condiciones estandarizadas en el laboratorio. Los amplificados se analizaron 
en gel de Agarosa al 2% a 100 mV por 1 hora a temperatura ambiente (22 °C) y fueron 
visualizados con SyBR® Safe DNA gel Stain. La (Fig. 16C) muestra los resultados para la 
genotipificación del genotipo G (VP7), encontrando una amplificación para el segmento 
VP7 (tamaño 896 pb) y para los genogrupos G3 (tamaño 464 pb) y G4 (tamaño 403 pb)  
señalados con flechas blancas. La (Fig. 16D) muestra los resultados para la 
genotipificación del genotipo P (VP4), encontrando una amplificación para el segmento 
VP4 (tamaño 876 pb) y para los genogrupos P4 (tamaño 483 pb) y P11 (tamaño 112 pb)  
señalados con flechas blancas. Las especificidades de los cebadores (Primer) para VP4 y 
VP7 se evaluaron comparándolos con secuencias de referencia de la base de datos de 
GenBank. Este análisis in silico confirmó las especificidades de todos los cebadores. Las 
secuencias de los cebadores empleados para la genotipificación pueden ser consultadas 
en el Anexo 1.  

4.16  Análisis filogenético del rotavirus Wt1-5 adaptado 
 

En la (Fig. 17) se muestra el análisis filogenético mediante la representación de filogramas 

que indican las relaciones genéticas de las secuencias parciales  de nucleótidos de los 

genes VP1, VP2, VP3, VP4, NSP1 y NSP3 del rotavirus Wt1-5 adaptado obtenidas 

mediante secuenciamiento del dsRNA viral (para consultar las secuencias del rotavirus 

Wt1-5 adaptado ver Anexo 2), con las cepas de referencia de rotavirus Wa, Wi, 69M, RRV, 

UK, YM y OSU reportadas en las bases de datos de GenBank. Las relaciones evolutivas 

se dedujeron mediante la alineación de secuencias múltiples con la herramienta MUSCLE 

(MUltiple Sequence Comparison by Log- Expectation) y con el método de ensamblaje 

dirigido al genoma viral basado en fuentes de información VirusTAP (Viral Genome-

Targeted Assembly Pipeline). Se usó el modelo de distancia p para calcular las distancias 

evolutivas. Las longitudes de rama horizontales del filograma son proporcionales a la 

divergencia evolutiva y los números al lado de las notaciones del filograma señalan el 

distanciamiento evolutivo de las secuencias analizadas (0= cercanía, 1= distanciamiento).   
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El grupo de contig del rotavirus Wt1-5 adaptado se muestra en color azul, mientras que en 

color rojo oscuro se representa la secuencia de referencia GenBank que mostró una mayor 

homología. El análisis de los contig muestra los siguientes resultados: Para el contig >Wt1-

5contig _3 la longitud reportada fue de 1881 nt y presentó una homología del 99.95% con 

el segmento 1 del dsRNA (longitud de 3269 nt) de un rotavirus del grupo A (Wa, G1; P8) 

que codifica para la proteína VP1 (GenBank Ref: KJ659453.1) con un score de 

distanciamiento evolutivo de 0. Para el contig >Wt1-5contig _1 la longitud reportada fue de 

2646 nt y presentó una homología del 99.96% con el segmento 2 del dsRNA (longitud de 

2717 nt) de un rotavirus del grupo A (Wa, G1; P8) que codifica para la proteína VP2 

(GenBank Ref: KT694940.1) con un score de distanciamiento evolutivo de 0.00019.   Para 

el contig >Wt1-5contig _2 la longitud reportada fue de 2495 nt y presentó una homología 

del 99.96% con el segmento 3 del dsRNA (longitud de 2591 nt) de un rotavirus del grupo 

A (Wa variante Wag7) que codifica para la proteína VP3 (GenBank Ref: FJ423137.1) con 

un score de distanciamiento evolutivo de 0. Para el contig >Wt1-5contig _6 la longitud 

reportada fue de 1098 nt y presentó una homología del 99.91% con el segmento 4 del 

dsRNA (longitud de 2359 nt) de un rotavirus del grupo A (Wa, G1; P8) que codifica para la 

proteína VP4 (GenBank Ref: FJ423137.1) con un score de distanciamiento evolutivo de 

0.00105. Para el contig >Wt1-5contig _4 la longitud reportada fue de 1449 nt y presentó 

una homología del 99.93% con el segmento 5 del dsRNA (longitud de 1566 nt) de un 

rotavirus del grupo A (Wa, G1; P8) que codifica para la proteína NSP1 (GenBank Ref: 

KT694945.1) con un score de distanciamiento evolutivo de 0. Finalmente para el contig 

>Wt1-5contig _7 la longitud reportada fue de 1024 nt y presentó una homología del 99.9% 

con el segmento 7 del dsRNA (longitud de 1074 nt) de un rotavirus del grupo A (Wa, G1; 

P8) que codifica para la proteína NSP3 (GenBank Ref: AF190170.1) con un score de 

distanciamiento evolutivo de 0.  Los demás segmentos genómicos del rotavirus Wt1-5 no 

estuvieron representados en los conting reportados por el ensamblaje de la secuencia.  

Para consultar los resultados del alineamiento múltiple con las cepas de referencia Wa, 

Wi, 69M, RRV, UK, YM y OSU ver Anexo 3.   
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5. Capítulo 5. Discusión 

 

El tratamiento del cáncer busca constantemente hallar nuevas y mejores metodologías 

terapéuticas y los investigadores interesados en este tema suman esfuerzos para 

encontrar modalidades de terapia basadas en el conocimiento de la biología molecular del 

cáncer. Dentro de estas nuevas terapias, los virus oncolíticos han tenido gran interés 

debido a su capacidad de replicarse preferentemente en células cancerosas mientras que 

respetan a sus contrapartes normales (39, 229, 230). Aunque los rotavirus muestran 

naturalmente una capacidad de infectar a los enterocitos maduros (87), trabajos previos 

del Laboratorio de  Biología Molecular de Virus de la Facultad de Medicina de la 

Universidad Nacional de Colombia  han reportado que varios aislamientos de rotavirus  

pueden infectar diversas líneas celulares tumorales  tales como células Sp/2 Ag-14 

(Mieloma murino), U-937 (linfoma histiocito humano), PC-3 (Adenocarcinoma de próstata 

humano), KATO-3 (Adenocarcinoma gástrico humano), A549 (Carcinoma pulmonar 

humano) y MCF-7 (Adenocarcinoma de seno humano); encontrando que estos 

aislamientos rotavirales pueden tener propiedades oncolíticas, pero no tienen citotoxicidad 

en los fibroblastos primarios sanos o células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) 

(37).  

En este trabajo, encontramos que la línea celular de leucemia linfocítica aguda Reh y los 

linfoblastos LLA-B son permisivas a la infección por el rotavirus Wt1-5 adaptado  

aumentando constantemente con el tiempo y dependiendo de la MOI utilizada. 

Adicionalmente, al tomar diluciones de alícuotas del sobrenadante que fueron recolectados 

en diferentes momentos posteriores a la infección del cultivo, estos lisados pudieron 

infectar células no retadas previamente con rotavirus, lo que sugiere que se formaron 

viriones infecciosos maduros, los cuales completan su ciclo replicativo alrededor de las 8-

12 h.p.i. Importantemente, las células PBMCs fueron en general no permisivas a la 

infección por rotavirus Wt1-5. Estos resultados son consistentes con los encontrados por 

Carreño J. y Eichwald C., quienes encontraron que la acumulación de antígenos virales 

comienza incluso tan tempranamente como 2 h.p.i. con un aumento tanto en el número 

como en el tamaño de los viroplasmas con el tiempo, y este incremento dependió de la 

MOI utilizada, sugiriendo que nuevos viroplasmas pequeños se generan constantemente 

durante el ciclo de replicación al depender de la MOI usada para alcanzar una 
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concentración crítica de las proteínas rotavirales NSP2 y NSP5 y señalan una duración 

promedio del ciclo viral entre 8  a 10 h.p.i. en células MA104 permisivas (231, 232). El 

hallazgo de la permisividad a la replicación del rotavirus en los linfoblastos y las células 

Reh, se suma a la ya reportada en células de epitelio renal de mono verde (MA104), células 

de adenocarcinoma de colon (Caco-2) y carcinoma hepático (HepG2), donde se ha 

demostrado que la permisividad es debida a la presencia de moléculas receptoras siendo 

determinantes principales del tropismo de los rotavirus (22, 26, 27). 

Otro hallazgo relacionado con la infección del aislamiento Wt1-5 fue que la capacidad 

infecciosa del rotavirus se redujo parcialmente ante la presencia de FBS en el cultivo 

celular. Paul A. Offit y Sato K han establecido la presencia consistente de anticuerpos 

dirigidos contra las proteínas de la cápside interna y las proteínas de la cápside externa 

del rotavirus en el FBS y en suero materno a diluciones de suero de 1: 50 y 1: 500 (233, 

234), pero las inmunoglobulinas purificadas recuperadas del FBS por cromatografía de 

afinidad con proteína A no fueron responsables de la neutralización de la infección por 

rotavirus observada con la suplementación de FBS. Por otro lado Estes y colaboradores 

usando un ensayo de fijación del complemento, no pudieron detectar anticuerpos contra 

rotavirus en preparaciones comerciales de FBS. Sin embargo, encontraron que la inclusión 

de FBS en el medio de crecimiento viral disminuyó la infectividad de rotavirus de 5 a 15 

veces (235). Concluyendo que la neutralización de la infección por rotavirus asociada con 

la suplementación de FBS puede ser el resultado de la actividad antiproteasa sérica o de 

las inmunoglobulinas bovinas que no se unen a la proteína A. Adicionalmente, estos 

autores postulan que debido a que no se conoce que los rotavirus causen infección In 

útero, la presencia de anticuerpos específicos contra rotavirus en el FBS sugiere estas 

inmunoglobulinas se transfieren pasivamente a través de la placenta bovina intacta. Sin 

embargo, con los ensayos desarrollados en el presente trabajo no se pueden establecer  

diferencias comparativas en la producción de nuevas partículas virales infecciosas con 

otras líneas celulares tales como MA104 o CaCo2 así como con otras cepas rotavirales de 

referencia, para así establecer la eficacia real del rotavirus Wt1-5.   

 

El presente estudio evaluó  algunas señales muerte celular asociadas con la infección por 

el rotavirus Wt1-5 adaptado en los linfoblastos LLA-B y la línea de leucemia linfoblástica 

humana Reh como un enfoque para comprender la muerte inducida por este potencial virus 

oncolítico. Encontramos que la inoculación con rotavirus Wt1-5 en los linfoblastos LLA-B y 

en células Reh, indujo cambios en la permeabilidad de la membrana citoplasmática y la 
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expresión de señales de muerte celular relacionadas con apoptósis, encontrando un 

incremento en el porcentaje de células positivas para DiOC6, 7-AAD, LDH y Caspasas 3 y 

8 en células infectadas, además de la condensación de la cromatina y la fragmentación del 

DNA (TUNEL y PARP). En este estudio también se encontró que la infección por el 

rotavirus adaptado llevó a la disminución de la actividad oxidorreductiva mitocondrial. 

Todos los anteriores efectos fueron uniformes en la línea celular Reh, pero se han 

encontrado diferencias individuales en los blastos LLA-B de aislados de los pacientes. Las 

señales de muerte celular evaluadas indican un mecanismo de muerte apoptótica 

principalmente, aunque existe una población celular que muestra un perfil de muerte 

relacionado con necrosis. Estos modos de muerte celular muestran una dependencia de 

la multiplicidad de infección (MOI) empleada, mostrando un perfil apoptótico con MOI bajas 

y Necrosis a mayores dosis de inoculo viral. Sin embargo, las células Reh infectadas por 

rotavirus parecen experimentar lisis, en su mayoría de forma dependiente de la 

concentración del inoculo viral. Hemos reportado que incluso la inoculación con el rotavirus 

Wt1-5 UV inactivado genera algunas señales de muerte celular en una baja proporción de 

las células Reh, los linfoblastos LLA-B y las PBMCs, observando la ausencia o la muy baja 

proporción de apoptosis en etapa temprana, sugiriendo que el inicio de la apoptosis en 

estas células requiere la replicación viral.  

 

Se ha informado que los rotavirus inducen apoptosis en células Caco-2 conduciendo a la 

pérdida del potencial de membrana mitocondrial y a la liberación del citocromo C de las 

mitocondrias, liberando vesículas extracelulares que expresan marcadores de cuerpos 

apoptóticos y exosomas (236, 237); mientras que el rotavirus induce oncosis en células 

MA104, donde la infección por virus afecta la integridad de la membrana celular sin inducir 

la fragmentación del DNA o la formación de cuerpos apoptóticos, mediante el compromiso 

de la homeostasis iónica del Ca++ en la célula hospedadora (238). Halasz P. y 

colaboradores describen cambios en la integridad de la monocapa del cultivo de células 

MA104, HT-29 y Caco-2 después de la exposición a rotavirus RRV o CRV-8, paralelamente 

en estas células se redujo la actividad metabólica y la viabilidad celular, induciendo 

externalización de fosfatidilserina en células MA104 y HT-29, y fragmentación del DNA en 

células Caco-2 luego de 11 h.p.i. (239) Curiosamente estos autores también reportan que 

la exposición de las células MA104 al rotavirus inactivado o al dsRNA del rotavirus RRV 

también alteraron la integridad de la monocapa del cultivo, induciendo pérdidas más tardías 

de la función celular que no estaban relacionadas con la apoptosis, concluyendo que la 
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iniciación de la apoptosis y el mecanismo de muerte celular inducido por la infección por 

rotavirus dependen del tipo de célula y el grado de diferenciación. Igualmente se ha 

reportado que las proteínas rotavirales NSP4 y NSP6 pueden afectar las funciones 

mitocondriales durante la infección por rotavirus (240, 241). Bhowmick R. y colaboradores 

muestran evidencia de la translocación de NSP4 a las mitocondrias durante la infección 

temprana resultando en la disipación del potencial de membrana mitocondrial durante la 

infección por el rotavirus y señalan que la proteína NSP4 ejerce su efecto proapoptótico al 

interactuar con la proteína translocadora de nucleótidos de adenina y el canal aniónico 

dependiente del voltaje de la mitocondria, lo que produce la disipación del potencial 

mitocondrial, la liberación de citocromo c de las mitocondrias y la activación de las 

caspasas, sugiriendo que la señal apoptótica temprana es iniciada por la expresión de 

NSP4 (241). Adicionalmente, la infección por el rotavirus RRV en células MA104 activó a 

la proteína proapoptótica Bax y lo más importante, los siRNA contra Bax inhibieron 

parcialmente la liberación de citocromo c en células infectadas con rotavirus RRV, 

sugiriendo que la disfunción mitocondrial inducida por rotavirus depende de Bax (242). Por 

otro lado, Bagchi P y colaboradores han demostrado que la proteína no estructural NSP1 

de la cepa de rotavirus A5-16 suprime la apoptosis inducida por el virus para facilitar el 

crecimiento viral mediante la activación de vías de pro supervivencia como la vía de 

fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K)/Akt y NF-k B (factor nuclear kappaB) durante las primeras 

2-8 h.p.i. en células MA104 o HT29 (76). NSP1 también modula la maquinaria apoptótica 

mediante la interacción con el dominio de unión al DNA de p53, dando como resultado la 

ubiquitinación y la degradación proteasomal de p53 (243). En conjunto estos hallazgos 

pueden especulativamente explicar la baja mortalidad encontrada en los linfoblastos LLA-

B y la línea Reh durante las primeras 12 h.p.i. y mayores luego de este periodo.   

 

La interacción entre los virus y sus células huésped se caracteriza por interacciones entre 

los receptores de la superficie celular y las proteínas estructurales del virus que facilitan la 

entrada. Una vez dentro de la célula huésped, muchas proteínas codificadas por virus 

pueden modificar los patrones de transcripción y traducción celular para favorecer la 

multiplicación del virus. En este sentido, quisimos estudiar la implicación de algunas 

proteínas de la superficie celular en la infección de los linfoblastos LLA-B y la línea celular 

Reh por el rotavirus Wt1-5 adaptado, en particular con las proteínas HSPs (Hsp90, 70, 60 

40), Hsc70, β3 y PDI localizadas en la membrana citoplasmática. Se ha demostrado que 

las proteínas Hsc70, PDI e integrina αVβ3 localizadas en la membrana citoplasmática 
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interactúan con proteínas estructurales de rotavirus durante el proceso de entrada en 

células MA104 o Caco-2 (22, 29, 31, 100). Estas proteínas celulares, además de algunas 

proteínas de choque térmico (HSP), también se han asociado con malignidad celular. Aquí, 

encontramos mediante citometría de flujo y análisis de epifluorescencia diversos niveles 

de expresión de las proteínas de interés en los linfoblastos LLA-B y la línea celular Reh, 

hallando una expresión moderada-alta de Hsp90 y Hsp70 en su superficie citoplasmática, 

Hsc70, PDI e integrina β3 se expresan en niveles bajos, mientras que Hsp60 y Hsp40 

están generalmente ausentes. Estos resultados nos llevaron a examinar la implicación de 

estas proteínas en la infección de los linfoblastos y de la línea Reh. La preincubación de 

las células con anticuerpos contra Hsp90, Hsp70, Hsc70, PDI o integrina β3 dio como 

resultado una disminución de la infección viral, lo que sugiere que estas proteínas celulares 

participan en cierta medida en el proceso de entrada del rotavirus Wt1-5 adaptado. Dado 

que este tratamiento con anticuerpos en las células fue capaz de reducir aunque no por 

completo la infección por rotavirus, se sugiere que el rotavirus adaptado estudiado parece 

haberse adaptado para utilizar moléculas de superficie celular alternativas como vías de 

entrada, sin embargo otros mecanismos endocíticos del virus, como las integrinas α2β1, 

α4β1, αXβ2, los Gangliósidos, el Ácido Siálico, la macropinocitosis o la captación mediada 

por caveola no fueron probadas en este trabajo. Aquí hemos demostrado que las proteínas 

celulares que reaccionan con sus respectivos anticuerpos caen dentro de los tres tipos 

principales de proteínas de la superficie celular requeridas por la entrada en la célula 

huésped. Por ejemplo, la integrina β3 es una molécula de superficie celular que media la 

unión del rotavirus a la célula, mientras que la entrada al rotavirus necesita actividades de 

chaperona y reacciones redox realizadas por HSPs/Hsc70 y PDI respectivamente (244). 

La cepa mejor estudiada RRV, que es sensible al tratamiento de las células con 

neuraminidasa (NA), usa las integrinas α2β1 y αvβ3, y la proteína de choque térmico Hsc70 

como receptores e ingresan  en las células MA104 a través de una vía no mediada por 

clatrina o caveolina que depende de una dinamina funcional y de la presencia de colesterol 

en la superficie celular (245). Además, se ha informado que la inhibición específica de 

Hsp90 intracelular disminuye la infección por la cepa de rotavirus humano KU y la cepa de 

rotavirus de simio SA11 a través de la modulación de las proteínas de señalización celular 

(246). Sin embargo, la implicación de otras proteínas de la superficie celular en la entrada 

del rotavirus Wt1-5 en células Reh y los linfoblastos LLA-B no puede descartarse y se 

necesitan más estudios.  



134 Caracterización del potencial oncolítico del aislamiento rotaviral Wt1-5 en cultivos primarios de leucemia 

linfoblástica aguda de precursores B 

 

 
Los virus oncolíticos dependen de su tropismo específico por células neoplásicas para 

inducir la muerte de las células tumorales. En el presente trabajo, mostramos que el 

rotavirus Wt1-5 adaptado interactúa con las proteínas de superficie celular Hsp90, Hsp70, 

Hsc70, PDI y β3, pero no con Hsp60 o Hsp40 durante los primeros 15 minutos pos 

infección. Probablemente, estas proteínas celulares desempeñan un papel durante los 

primeros pasos de la entrada de rotavirus Wt1-5 en las células Reh, ya que se observó 

una colocalización temprana entre las proteínas estructurales virales y algunas de las 

proteínas celulares estudiadas. Sin embargo, estas proteínas celulares pueden 

desempeñar otras funciones además de simplemente facilitar la entrada del virus. No se 

puede excluir que estas proteínas celulares induzcan el mecanismo intracelular que se 

necesita para un ciclo de vida viral exitoso. El tropismo celular y de huésped representa 

una de las características más relevantes de los virus y para poder replicarse necesitan 

una interacción coherente entre el virus y la célula huésped, que comienza con la unión 

del virión a los receptores de la superficie celular antes de la entrada en la célula, 

finalizando con la producción de nuevos viriones (247). Dentro de estos receptores las 

proteínas Hsc70, Hsp70, Hsp90, PDI y β3 son reconocidas como receptores que 

contribuyen a la entrada de virus tales como poliomavirus, Virus de la encefalitis Japonesa, 

Zika virus, virus del Dengue, Influenza virus, HIV, Hepatitis virus, adenovirus y rotavirus 

(30, 158, 159, 190, 248-252). El requerimiento de varias moléculas celulares, 

necesariamente presentes y organizadas de manera precisa en la superficie celular, podría 

explicar el tropismo celular y tisular de estos virus, señalando la importancia de 

mecanismos moleculares comunes, en lugar de una molécula en particular.  

 

La identidad genética del rotavirus Wt1-5 (genotipos G y P) mostró que este pertenece al 

Grupo A, con amplificación del segmento VP7 para los genogrupos G3 y G4, y con 

amplificación del segmento VP4 para los genogrupos P4 y P11. Este resultado puede ser 

debido a que el rotavirus Wt1-5 adaptado proviene de la adaptación de 5 aislamientos de 

rotavirus (Wt1, Wt2, Wt3, Wt4, y Wt5) aislados de heces de niños en la ciudad de Bogotá, 

sugiriendo que se obtuvo este perfil por reassortment genómico entre los aislamientos 

parentales utilizados. Sin embargo, la identidad genética de los segmentos genómicos 

reordenados aún debe establecerse. Justamente las características del genoma de los 

rotavirus, que está compuesto por once segmentos de RNA bicatenario (dsRNA) permite 

que la evolución y la diversidad de los rotavirus se base en la recombinación genómica, la 

acumulación de mutaciones puntuales, la recombinación intragénica y la transmisión 
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interespecie (253, 254). Al revisar la distribución de los grupos de rotavirus circulantes en 

Colombia durante el periodo epidemiológico en el cual se recolectaron las muestras para 

la purificación de los aislamientos rotavirales parentales, se encontró que en los años 2008 

y 2009 los genotipos predominantes fueron G2P[6], G1P[6], G9P[6] y en menor proporción 

G2P[4], y que a partir de 2010 incrementó su circulación con variaciones en frecuencia 

hasta el 2012, donde se evidencia tendencia al descenso y aparición de genotipos G9P[8], 

G9P[4] y G2P[8]. A finales del 2012 emerge el genotipo G12P[8] y es el agente causal de 

brote de diarrea a mediados de 2013 (255). Los genotipos que nosotros reportamos son 

diferentes a los principalmente encontrados en estos periodos y puede estar relacionado 

a la selección inmunológica debida  a la vacunación, al patrón de circulación de estos virus 

y a la tasa de mutaciones dada la naturaleza segmentada del genoma. 

 

En general, los resultados informados aquí proporcionan evidencia sobre la capacidad 

oncolítica del rotavirus Wt1-5 adaptado sobre la línea celular Reh y los linfoblastos LLA-B, 

sugiriendo un tropismo por las células tumorales que expresan las proteínas de superficie 

celular Hsp90, Hsp70, Hsc70, PDI y β3, indicando mecanismos de muerte celular mixtos 

(apoptosis y necrosis) relacionados con la concentración del inoculo viral, sin tener 

toxicidad sobre las PBMCs no tumorales. Sin embargo, además de la oncólisis directa 

evidenciada, todavía no conocemos si el rotavirus Wt1-5 adaptado es capaz de inducir 

mecanismos de muerte celular inmunogénica o si tiene posibles interacciones sinérgicas 

con otros tratamientos contra el cáncer. Aunque se podría anticipar la seguridad de los 

rotavirus como virus oncolíticos, aún se deben realizar más investigaciones para garantizar 

que los rotavirus cumplan con los requisitos que caracterizan a un agente oncolítico ideal.  
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6. Conclusiones y recomendaciones 

6.1 Conclusiones 

- Los Linfoblastos LLA-B son susceptibles a la infección por el rotavirus oncolítico Wt1-5 

en diferente proporción para cada paciente, encontrando antígenos virales desde las 8 

horas post-infección (h.p.i.) con un pico máximo luego de 24 h.p.i.   

- Se observó una disminución de la viabilidad celular desde las 12 horas post-infección 

para las muestras de linfoblastos LLA-B que fueron susceptibles a la infección por el 

rotavirus Wt1-5 adaptado. 

- El rotavirus Wt1-5 genera efectos citotóxicos de forma heterogénea sobre los linfoblastos 

LLA-B, observando que el porcentaje de células positivas para DiOC6, 7-AAD se 

incrementa proporcionalmente a la MOI empleada.  

- Se encontró una mayor expresión de las proteínas celulares Hsp90, Hsp70, Hsp60, 

Hsp40, Hsc70, Integrina αVβ3 y PDI en la membrana citoplasmática de los linfoblastos de 

los pacientes con un peor pronóstico.  

- Los Linfoblastos LLA-B que presentan una mayor expresión de proteínas celulares 

Hsp90, Hsp70 y PDI en la membrana citoplasmática, presentan una mayor susceptibilidad 

a la infección por el rotavirus Wt1-5 adaptado. 

- Las proteínas celulares Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp40, Hsc70, Integrina αVβ3 y PDI en la 

membrana citoplasmática parecen estar involucradas en el proceso de entrada del 

rotavirus Wt1-5 adaptado en los linfoblastos LLA-B y en la línea celular Reh. 

- El rotavirus Wt1-5 adaptado pertenece al grupo A (G3, G4, P4, P11).   

- El rotavirus Wt1-5 adaptado es un potencial candidato para ser utilizado como agente 

oncolítico. 
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6.2 Recomendaciones 
 

Como los resultados descritos aquí muestran la posibilidad de usar el rotavirus Wt1-5 

adaptado como agente oncolítico, es importante adelantar ensayos que determinen la 

eficacia y la eficiencia del rotavirus Wt1-5 como agente oncolítico. Por tanto sugerimos lo 

siguiente:  

 

- Establecer diferencias comparativas en la producción partículas virales infecciosas con 

otras líneas celulares tumorales así como con otras cepas rotavirales de referencia.  

- Desarrollar ensayos para determinar si el rotavirus Wt1-5 adaptado es capaz de inducir 

mecanismos de muerte celular inmunogénica.  

- Evaluar posibles interacciones sinérgicas entre el rotavirus Wt1-5 adaptado con otros 

tratamientos contra el cáncer.  

- Analizar otros mecanismos endocíticos del rotavirus, como las integrinas α2β1, α4β1, 

αXβ2, los Gangliósidos, el Ácido Siálico, la macropinocitosis o la captación mediada por 

caveola que no fueron evaluados en este trabajo.  

- Valorar la activación de vías intracelulares que favorecen la replicación de los virus 

oncolíticos tales como PKR, NfκB, Toll-like receptor o IRF3.  

- Aclarar si la interacción con las proteínas de choque térmico ocurre de manera directa o 

esta interacción es funcional mediante complejos con otras proteínas.  

- Identificar la identidad genética de todos los segmentos genómicos de rotavirus Wt1-5.  

- Basados en la evidencia actual sobre el uso del rotavirus como agente oncolítico con la 

que cuenta el Laboratorio de Biología Molecular de Virus de la  Facultad de Medicina de la 

Universidad Nacional de Colombia, es posible desarrollar estudios en modelos animales 

que permitan analizar aspectos como la administración sistémica o intratumoral del 

rotavirus y el papel de la inmunidad antiviral previa o posterior.  

- Propender por el desarrollo de trabajos de medicina traslacional (basados en la necesidad 

clínica) en diversos tipos de cáncer, que permitan ampliar el uso del rotavirus como agente 

oncolítico.  
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A. Anexo 1: 
 

Lista de Primer Genotipificación 
 

Primer para genotipificación 

Secuencia primer consenso VP7 para genotipificación G 

Nombre Secuencia 5'-3' Posición/Polaridad 

9con1-L TAGCTCCTTTTAATGTATGGTAT nt 37-59/ + 

VP7-Rdeg AACTTGCCACCATYTYTTCC Nt 914-33/ - 

   

Secuencia primer consenso VP4 para genotipificación P 

Nombre Secuencia 5'-3' Posición/Polaridad 

Forward con3 TGGCTTCGCTCATTTATAGACA nt 11–32/ + 

Reverse con2 ATTTCGGACCATTTATAACC nt 868–887/ - 

 

Secuencia primer para genotipificación G 

Nombre Secuencia 5'-3' Posición/Polaridad 
Tamaño del 

Amplicon (pb) 
Genotipo 

9T-1 TCTTGTCAAAGCAAATAATG nt 176–195/ - 158 G1 

9T-2 GTTAGAAATGATTCTCCACT nt 262–281/- 244 G2 

9T-3 GTCCAGTTGCAGTGTAGC nt 484–501/ - 464 G3 

aET3 CGTTTGAAGAAGTTGCAACAG nt 689-709/- 672 G3 

9T-4 GGGTCGATGGAAAATTCT nt 423–440/ - 403 G4 

aAT8 GTCACACCATTTGTAAATTCG nt 178-198  161 G8 

9T-9 TATAAAGTCCATTGCAC nt 131–147/ - 110 G9 

     

Secuencia primer para genotipificación P 

Nombre Secuencia 5'-3' Posición/Polaridad 
Tamaño del 

Amplicon (pb) 
Genotipo 

1T-1 TCTACTTGGATAACGTGC nt 339 –356/- 345 P[8] 

2T-1 CTATTGTTAGAGGTTAGAGTC nt 474–494/- 483 P[4] 

pUK GCCAGGTGTCGCATCAGAG nt 336-354  343 P[5] 

3T-1 TGTTGATTAGTTGGATTCAA nt 259–278/- 267 P[6] 

4T-1 TGAGACATGCAATTGGAC nt 385–402/- 391 P[9] 

5T-1 ATCATAGTTAGTAGTCGG nt 575–594/- 594 P[10] 

ND2 AGCGAACTCACCAATCTG nt 116– 133 122 P[11] 
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B. Anexo 2: 
 

Secuencias del rotavirus Wt1-5 adaptado 
 

>Wt1-5contig_1 

GCGTACAGGAAGCGCGGAGCTAAACGTGAAAACTTACCACAACAAAATGAACGTCTGCAAGAAAAAGAAATTGAAAAAGATGTGGATGTAACTATGGAGAATAAA

AATAACAATAGAAAGCAGCAATTATCTGATAAAGTACTATCACAAAAAGAGGAAATAATAACTGATGCACAAGATGATATTAAAATAGCTGGTGAGATTAAAAAATC

ATCAAAAGAAGAGTCAAAACAGTTGCTCGAAATATTAAAAACGAAAGAAGACCATCAGAAAGAAATACAGTATGAAATTCTACAAAAAACGATACCGACTTTTGAAT

CAAAAGAATCAATTTTGAAAAAATTAGAAGATATAAGACCGGAGCAAGCTAAGAAGCAAATGAAATTGTTTAGAATATTTGAACCAAAACAATTACCAATCTATCGA

GCAAATGGTGAGAAAGAATTGAGAAATAGATGGTATTGGAAATTGAAAAAGGATACGCTGCCAGATGGAGATTATGATGTACGAGAATATTTCTTAAATTTATATG

ATCAGATCCTGATAGAAATGCCAGATTATTTGCTACTGAAAGATATGGCTGTAGAAAATAAAAACTCTAGAGATGCTGGTAAAGTTGTAGATTCTGAAACGGCAAA

TATTTGTGATGCTATATTTCAAGATGAAGAGACAGAGGGAGTTGTCAGAAGATTCATTGCAGATATGAGACAACAGGTTCAGGCTGATAGAAATATTGTCAATTAT

CCATCAATCTTACATCCAATTGATCACGCATTTAATGAATATTTTCTAAATCATCAATTAGTCGAACCACTAAATAATGAAATCATTTTTAATTATATACCAGAAAGAA

TAAGGAATGATGTTAACTATATTTTGAATATGGATATGAATTTGCCATCAACAGCAAGATATATTAGACCAAATTTATTGCAAGATAGACTAAATTTACATGATAATTT

TGAATCATTATGGGACACAATAACTACATCAAATTATATACTAGCCAGATCAGTTGTGCCTGATTTGAAGGAAAAAGAATTAGTTTCAACTGAAGCTCAGATACAGA

AAATGTCTCAAGATTTGCAACTTGAAGCTTTAACGATACAATCTGAAACGCAGTTTCTTGCTGGCATAAATTCACAAGCAGCAAATGATTGTTTTAAAACATTGATA

GCAGCTATGTTAAGCCAGCGTACAATGTCATTAGATTTTGTAACCACGAATTATATGTCACTTATATCTGGTATGTGGCTATTGACCGTTATACCAAATGATATGTT

TCTTCGTGAATCATTAGTCGCATGCGAATTGGCCATAATAAATACTATAGTTTATCCAGCATTTGGAATGCAAAGAATGCATTATAGAAATGGTGATCCCCAGACTC

CGTTTCAAATAGCAGAACAGCAAATACAAAATTTTCAAGTAGCTAATTGGTTACATTTTATTAATAATAATAGATTTAGGCAAGTTGTTATTGATGGAGTGTTAAATC

AAACACTTAACGATAATATTAGGAATGGACAAGTTATTAATCAGTTAATGGAAGCATTAATGCAGCTATCTAGACAACAATTTCCGACTATGCCAGTTGATTATAAA

AGATCAATCCAAAGAGGAATATTACTATTATCTAACAGATTAGGTCAGTTAGTTGATTTAACAAGATTAGTATCATATAATTATGAAACTCTAATGGCTTGTGTAACT

ATGAATATGCAACATGTTCAAACTCTCACTACCGAAAAATTACAATTAACTTCTGTCACATCTTTATGTATGTTAATTGGAAATACTACAGTAATTCCAAGTCCACAA

ACATTATTTCACTATTATAACATAAATGTAAATTTTCATTCAAATTATAACGAACGAATTAACGACGCAGTGGCTATCATTACGGCTGCTAATAGACTAAACTTATAT

CAGAAAAAAATGAAATCAATAGTTGAGGATTTTTTGAAAAGATTGCAAATTTTTGATGTACCACGAGTACCAGATGACCAAATGTACAGGTTGAGAGATAGACTTAG

GTTATTACCAGTTGAAAGACGAAGACTTGATATATTTAATTTAATATTAATGAATATGGAGCAGATCGAACGAGCTTCAGATAAAATTGCTCAAGGAGTAATAATTG

CTTATAGAGATATGCAACTAGAAAGAGATGAGATGTATGGATATGTCAACATTGCTAGAAATCTCGATGGATATCAACAAATTAACCTAGAGGAGTTGATGAGAAC

TGGAGACTATGGGCAAATTACTAATATGTTATTAAACAATCAGCCTGTAGCTTTAGTAGGGGCATTACCATTTGTGACGGATTCTTCAGTTATATCACTCATTGCAA

AATTAGATGCTACAGTTTTTGCTCAAATAGTTAAACTTAGAAAAGTGGACACTTTAAAACCAATATTGTATAAGATAAATTCTGATTCTAATGATTTCTACTTAGTTGC

AAATTATGATTGGATACCAACTTCAACCACAAAAGTCTATAAACAAGTACCACAACCTTTTGATTTCAGAGCGTCAATGCATATGTTAACGTCTAATTTGACTTTTAC

AGTTTATTCTGATTTATTATCTTTCGTTTCTGCAGACACGGTTGAACCCATTAACGCAGTTGCTTTTGACAAT 

>W1-5contig_2 reverse 

complementTTTACCTCTGATGGTGTAAGCATGAAAGTATTAGCTTTAAGACACAGTGTGGCTCAGGTGTATGCAGATACTCAAACCTATTTACATGATGATTCAAAA

GATGAGTATGAAAATGCATTTCTCATTTCTAATCTAACTACACATAATATATTATACCTGAATTACAGCCTTAAAACATTAAAAATATTAAATAAATCAGGTATAGCAG

CAGTTGAAGTACAATCTCCAGATGAATTATTTGCGTTAATAAGGTGTAATTTTACGTACGATTATGAGAATAACATAGTTTATTTACATGATTATTCATATTATACTAA

CAATGAAATAAGAACAGATCAACATTGGATAACTAAAACTGATATAATTGACTATCTATTACCTGGATGGAAATTAACGTATGTAGGCTATAATGGAAAGAATACAC

GAGGTCACTATAATTTTTCATTTATATGTCAAAATGCAGCTACAGATGATGATATAATAATTGAATATATATACTCCAATGAGTTAGACTTTCAAAATTTTCTGTTGAG

AAAAATTAAAGAGAGAATGACCACATCTCTTCCAATTGCTAGATTATCAAATCGTGTGTTTAGAGATAAATTATTTCCATCTATTGTAAACATACATAAAAAAGTGAT

AAATGTTGGGCCGAGGAATGAATCTATGTTCACATTCCTAAATTTTCCAACTATTAAGCAATTTTCAAACGGTGCGTATATTGTGAAGCATACTATTAAATTGAAGC

AGGAGAAATGGTTGGGTAAAAGAGTATCACAATTTGATATCGGACAATATAAAAACATGTTAAATGTGGTTACTACTATTTACTATTACTATAATTTATACTATTCGA

AACCTATAATATACATGCTTGGTTCAGCTCCATCTTATTGGATTTATGATATTAAACAGTATTCTGATTTTACATTTGAAACATGGGATCCATTAGATACTCCGTATT

CTACAACACATCATAAAGAATTATTTTTTGATAAGGATGTCAATAAGCTTAAAGATAATTCAGTTTTATATATAGACATAAGAACTGATAGAGGTAATATGGATTGGA

AAGAGTGGAGAAAAATAGTAGAACAACAAACTGTTAGCAATCTAAATATTGCATATAAATATCTATCAACAGGAAAAGCAAAGGTGTGTTGTGTTAAATTAACTGCT

ATGGACCTAGAATTACCAATAACAGCAAAATTACTTCATCATCCAACTACTGAAGTTAGATCAGAATTTTATGCAATATTGGATGTATGGGATATTATTACCATTAAA

AGATTTATACCAAAAGGTGTATTTTATGCTTTTATAAACAATGTAACCACAGAGAATGTGTTTATACAACCTCCTTTTAAATTAAAAACGTCACCTACTGATTATATAG

TGGCATTGTATGCTTTATCCAATGACTTCAATTCAAGGCAAGATGTTATTAATTTGATTAATAAACAAAAACAATCACTCATTACTGTTCGTATAAATAACACTTTTAA

AGACGAACCAAAAGTAAATTTTAAAAATATTTATGATTGGACGTTTCTGCCAACAGATTTCGAACTTAAAGATTCGATAATTACATCATATGATGGTTGTTTAGGCAT

ATTCGGATTATCAATATCTTTATCGTCTAAACCCACCGGAAATAATCATTTATTTATAATAAATGGAACTGACAAATATGATAAACTAGACCAATATGCAAATCATAT

GGGTGTTTCTAGAAGATCGCATCAAATTAGATTCTCAGAGTCTGCGACATCATATTCGGGATATATTTTTAGAGATCTTTCAAATAATAATTTCAATCTAATAGGTAC

TAATGTGGAGAATTCAGTTTCAGGACATGTCTATAATGCATTGATTTACTACAGATATAATTATGCGTTTGATCTTAAAAGATGGATTTATCTACATTCAATTGGAAA

AGTCGCTGTAGAAGGTGGAAGATATTATGAACATGCACCAATCGAATTGATATATGCATGCCGATCAGCTAAAGAATTTGCTATATTACAAGATGACTTAACGGTA

TTGAGATACGCTAATGAAATTGAAGGGTATATAAACAAAGTATATAGTATAACCTATGCTGACGATCCCAATTACTTTATAGGAATTAAATTTAATAGTATACCTTAT

GAATACGATGTTAAAATTCCACATTTGACACTAGGAGTATTATTTATATCTGATAATATGATACATGATGTAATCACAGTGCTGAAGAAAATGAAGACAGAGCTATTT

AAAATGGAAATTAGTACTAGTTATACTTATATGCTATCTGATAATACGTATGTAGCAAATGCTAGTGGTGTGTTATCAACTTATTTTAAATTATATAATATGTTCTATA

GAAATCATATCACGTTTGGACAATCACGAATGTTTATCCCACACATTACGCTTAGTTTTAGCAACAAACAGACGGTTAGAATAGAAAGTACAAAACTCAGAATCAAT

TCAATTTACTTAAGAAAGAT  

>Wt1-5contig_3 reverse 

complementTCATATTACCATATGAATACTTTATTGCGCAGCACGCTGTCGTAGAAAAAATGTTATCATACGCAAAGCATACTAGAGAGTACGCAGAATTTTACTCGC

AGTCAAATCAATTGCTATCATATGGTGATGTTACAAGATTCTTATCCAGTAATTCTATGGTATTATACACAGACGTTTCACAATGGGATTCATCACAACATAACACAC

AGCCATTTAGAAAAGGAATAATTATGGGTTTAGATATGTTATCCAATATGACTAATGATCCAAAAGTAGTACAAACGCTAAATTTATATAAACAAACACAAATTAATC

TCATGGATTCATACGTTCAAATACCTGATGGTAATGTAATCAAAAAGATTCAGTATGGTGCTGTTGCTTCAGGAGAAAAACAAACTAAGGCAGCTAATTCTATAGCT

AACTTAGCACTCATTAAAACGGTATTGTCAAGGATTGCAAATAAGTATTCTTTTATAACCAAAATAATCAGAGTCGATGGTGATGATAATTATGCAGTGCTACAATTT

AACACCGATGTCACTAAACAAATGGTCCAAGATGTGTCAAACGATGTGAGATATATATATTCTAGAATGAATGCTAAAGTTAAAGCATTGGTATCTACAGTCGGTAT

TGAAATAGCAAAAAGATATATAGCAGGAGGAAAAATATTTTTCAGAGCTGGTATAAACTTATTAAATAATGAGAAACGTGGGCAAAGTACACAATGGGATCAAGCA

GCTATTTTATATTCAAACTACATTGTTAACAAATTACGAGGATTTGAGACTGATAGAGAATTTATATTAACTAAAATTATACAAATGACATCTGTAGCCATTACTGGA

TCACTAAGGTTATTTCCGTCAGAACGAGTGTTAACTACTAATTCTACATTCAAAGTATTTGACTCAGAAGATTTCATTATAGAATATGGGACAACTAACGATGAAGT

ATATATACAAAGAGCATTTATGTCACTGTCTAGTCAAAAGTCAGGAATAGCTGATGAAATAGCTTCTTCACAAACATTTAAAAATTATGTTAACAAATTATCTGACCA

ATTATTAATATCGAAAAACGTAATTGTATCCAAAGGTATAGCTGTAACAGAAAAGGCGAAATTGAATTCATATGCACCAGTTTATTTAGAAAAACGTCGTGCGCAAA

TATCAGCGTTATTAACTATGTTGCAGAAACCAGTGTCATTTAAATCAAATAAAATTACTATTAATGACATTTTGCGTGACATAAAACCATTTTTTATCACTTCTGAAGC

TAATTTGCCAATTCAATACAGAAAATTTATGCCAACACTACCTAATAATGTCCAATATGTTATACAATGCATAGGATCGAGGACGTATCAAATAGAAGATAGTGGGT

CAAAATCATCGATTTCGAAGTTAATATCAAAATATTCAGTTTACAAACCATCGATTGAAGAACTATATAAAGTTATATCTTTAAGAGAACAAGAAATACAGTTGTATTT

AGTTTCATTAGGAGTTCCACCAGTTGATGCAGGCACGTACGTTGGGTCAAGAATATATTCGCAGGATAAGTATAAAATATTAGAATCTTACGTATATAATTTATTAT

CAATTAATTATGGATGTTATCAACTATTCAATTTTAATTCTCCAGATTTAGAGAAACTTATACGAATTCCTTTTAAAGGCAAGATACCAGCCGTAACATTTATATTGCA

TCTTTATGCTAAACTTGAAATAATAAACTATGCTATTAAGAATGGAGCTTGGATTAGTTTGTTTTGTAACTACCCAAAATCTGAAATGATTAAATTATGGAAGAAAAT

GTGGAATATAACAGCATTACGGTCTCCCTACACTAGTGCGAACTTCTTTCAAGATTAGA  
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>Wt1-5contig_4 reverse 

complementCTTTTAAAGACGCTTGTTATTATTATAAAAGAATTAATAAATTGAATCATGCAGTCTTAAAATTAGGAGTTAATGATACATGGAGACCGTCACCTCCAAC

TAAGTATAAAGGATGGTGCTTGGATTGCTGTCAACATACTGATTTAACTTATTGTAGAGGTTGTACCATGTATCATGTTTGTCAATGGTGTAGTCAATATGGTAGAT

GCTTTCTTGATGATGAACCACATTTATTAAGGATGAGAACTTTTAAAAATGAAATAACAAAAGATGATTTGAAGAATTTAATTGATATGTATAGCACATTATTCCCTA

TGAATCAGAAAATAGTATGTAAATTCATTAATAATACGAAACAACACAAATGTAGAAATGAATGTATGACGCAGTGGTATAATCACTTACTAATGCCAATAACGTTA

CAATCTCTATCAATTGAATTAGACGGTGATGTTTATTACGTATTTGGGTATTATGATAATATGAATAGTGTTAATCAAACTCCATTTTCATTTACAAATTTAATAGATA

TGTATGATAAATTATTACTTGATGATGTAAATTTCGTTAGAATGTCATTCTTACCAACATCTTTACAACAAGAATATGCAATTAGATATTTTTCTAAATCAAGGTTTAT

TAGCGAACAGAGGAAATGCGTTAATGATTCACACTTTTCAATTAATGTATTAGAGAACTTACATAATCCAAGTTTCAAAGTACAGATTACACGTAACTGTAGTGAAC

TGCTTCTTGGCTGGAATGAAGCATGCAAGCTCGTTAAAAATGTCAGTGCTTATTTTGATATGCTGAAAACATCACGTATTGAATTTTATAGTGTTTCTACTAGATGT

AGAATATTCACACAACATAAACTCAAAATGGCATCTAAGCTAATCAAACCAAATTATATAACCTCGAATCATAGAACATCAGCTACTGAAGTACACAATTGCAAGTG

GTGTTCAGTTAATAATAGTTATACTGTATGGAATGATTTTAGAGTAAAGAAAATATATGATAATATTTTTAGTTTTCTACGAGCTTTAGTTAAGTCAAATGTTAATATC

GGACATTGTTCATCACAGGAAAAGATATATGAATATGTTGAAGATGTTCTGAATGTGTGTGATAATGAAAAATGGAAAACGTCAATAATGAAAGTTTTTAATTGTCT

AGAACCAGTAGAGCTTGATAATGTCAAGTATGTTTTATTTAACCATGAAATAAATTGGGATGTTATTAATGTATTGGTTCAGAGCATTGGTAAAGTACCACAAATATT

AACTTTGAAAAATGTTATTACAATCATACAATCTATTATATATGAATGGTTTGATATAAGATACATGAGGAATACACCAATGGTTACATTTACAATTGATAAATTAAGA

CGATTGCATACAGAATTAAAGACTGCTGAATATGATTCTGGTATATCTGATGTTG  

>Wt1-5contig_6 

CAATTTACTGATTTTGTATCATTGAATTCACTACGATTTAGATTTAGTTTGACAGTTGATGAACCACCTTTCTCAATATTGAGAACACGTACAGTGAATTTGTACGGA

TTACCAGCCGCTAATCCAAATAATGGAAATGAATACTACGAAATATCAGGAAGGTTTTCACTCATTTATTTAGTTCCAACTAATGATGATTATCAGACTCCAATTATG

AATTCAGTGACAGTAAGACAAGATTTAGAGCGCCAACTTACTGATTTGCGAGAAGAATTTAACTCATTGTCACAAGAAATAGCTATGGCACAATTGATTGATTTAGC

ACTGTTGCCTCTAGATATGTTTTCCATGTTTTCAGGAATTAAAAGTACAATTGATTTAACTAAATCAATGGCGACTAGTGTAATGAAGAAATTTAGAAAATCAAAATT

AGCTACATCAATTTCAGAAATGACTAATTCATTGTCAGATGCTGCTTCATCAGCATCAAGAAACGTTTCTATTAGATCGAATTTATCTGCGATCTCAAATTGGACTA

ATGTTTCAAATGATGTGTCAAACGTAACTAATTCATTGAACGATATTTCAACACAAACGTCTACAATTAGTAAGAAACTTAGATTAAAAGAAATGATTACTCAAACTG

AAGGAATGAGCTTTGACGACATTTCAGCAGCTGTACTAAAAACAAAAATAGATATGTCTACTCAAATTGGAAAAAATACTTTACCTGACATAGTTACAGAGGCATCT

GAGAAATTTATTCCAAAACGATCATATCGAATATTAAAGGATGATGAAGTAATGGAAATTAATACTGAAGGAAAATTCTTTGCATACAAAATTAATACATTTGATGAA

GTGCCATTCGATGTAAATAAATTCGCTGAACTAGTAACAGATTCTCCAGTTATATCAGCGATAATCGATTTTAAGACATTGAAAAATTTAAATGATAATTATGGAATC

ACTCGTACAGAAGCGTTAAATTTAATTAAATCGAATCCAAATATGTTGCGTAATTTCATTAATCAAAATAATCCAATTATAAGGAATAGAATTGAACAGTTAATACTA

CAATGTAAATTGTGAGAACGC  

>Wt1-5contig_7 reverse 

complementATGGAGTCTACTCAGCAGATGGTAAGCTCCATTATTAACACTTCTTTTGAAGCTGCAGTTGTTGCTGCCACTTCAACATTAGAATTAATGGGTATTCAA

TACGATTACAATGAAGTATTTACTAGAGTTAAAAGTAAATTTGATTATGTGATGGATGACTCTGGTGTTAAAAACAATCTTTTGGGTAAAGCTATAACTATTGATCAG

GCGTTAAATGGAAAGTTTGGCTCAGCTATTAGAAATAGAAATTGGATGACTGATTCTAAAACGGTTGCTAAACTAGATGAAGACGTGAATAAACTTAGAATGACAT

TATCTTCTAAAGGAATCGACCAAAAGATGAGAGTACTTAATGCTTGTTTTAGTGTAAAAAGAATACCAGGAAAATCATCATCAATAATTAAATGCACTAGACTTATG

AAGGATAAAATAGAACGTGGGGAAGTTGAGGTTGATGATTCATATGTTGATGAGAAAATGGAAATTGATACTATTGATTGGAAATCTCGTTATGATCAGTTAGAAA

AAAGATTTGAGGCACTAAAACAAAGAGTTAATGAAAAATATAATACTTGGGTACAAAAAGCAAAGAAAGTAAATGAAAATATGTACTCTCTTCAGAATGTCATTTCA

CAACAGCAAAACCAAATATCAGATCTTCAACAATATTGTAATAAATTGGAAGCTGATTTGCAAGGCAAATTTAGTTCATTAGTGTCATCAGTTGAGTGGTATCTAAG

ATCTATGGAATTACCAGATGATGTAAAGAATGATATTGAACAGCAATTAAATTCAATTGATTTAATTAATCCCATTAATGCTATAGATGATATCGAATCGTTGATTAG

AAATTTAATTCAAGATTATGACAGAACGTTTTTAATGTTAAAAGGACTTTTGAAGCAATGCAACTATGAATATGCATATGAGTAGTCACATAATTAAAAATATTGACC

ATCTACACATGACCCTCTATGAGCACAATAGTTAAAAGCTAACACTGTCAAAAACCTAAATGGCTATA 
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C. Anexo 3: 
 

Análisis de alineamiento múltiple con cepas de referencia Wa, 

Wi, 69M, RRV, UK, YM y OSU 
>Wt1-5contig_3 (VP1) 

 



144 Caracterización del potencial oncolítico del aislamiento rotaviral Wt1-5 en cultivos primarios de leucemia 

linfoblástica aguda de precursores B 

  

 

 



Anexos. Consentimiento informado para la toma de muestra 145 

 

>Wt1-5contig_1 (VP2) 
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>Wt1-5contig_2 (VP3) 
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>Wt1-5contig_6 (VP4) 
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>Wt1-5contig_4 (NSP1) 
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>Wt1-5contig_7 (NSP3) 
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D. Anexo 4: 
DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA 
DONACIÓN VOLUNTARIA DE MUESTRAS DE SANGRE 
PERIFÉRICA 

Título del proyecto: Caracterización del potencial oncolítico del aislamiento rotaviral Wt1-
5 en cultivosprimarios de leucemia linfoblástica aguda de precursores B.  

Investigador principal: Carlos Arturo Guerrero F. MD. MSc. PhD. 
Co-investigador: Rafael Antonio Guerrero R. MD. MSc. (c)PhD. 
Supervisor: Dra. Adiana Linares Ballesteros. MD. MSc. Esp. 
Organización:  

 Laboratorio de Biología Molecular de Virus/ Facultad de Medicina/ Universidad 
Nacional de Colombia. 

 Servicio de Oncohematología Pediátrica/Fundación Hospital de la Misericordia. 
Teléfono de contacto: 3165000 Ext: 15052-15053 
e-mail de contacto: caguerrerof@unal.edu.co 
                               raguerreror@unal.edu.co 

 
INVITACION 
 
El laboratorio de Biología molecular de virus de la facultad de medicina de la Universidad Nacional 
de Colombia, lo invita a que contribuya con donación de una muestra de sangre de su hijo como 
donante en este estudio. 
 
INFORMACIÓN 
 
Todos los años, miles de personas desarrollan una enfermedad grave de la médula ósea como lo 
es la leucemia. La leucemia linfoblástica aguda (LLA) es una enfermedad que afecta a una parte de 
las células que se encuentran en la médula ósea y que se encargan de formar a los glóbulos blancos 
llamadas linfoblastos (linfocitos inmaduros). En esta enfermedad los linfocitos inmaduros proliferan 
y reemplazan las células normales de la sangre, provocando anemia, trombocitopenia (disminución 
en las plaquetas) y neutropenia (disminución de glóbulos blancos), en grados variables. Los 
linfoblastos también proliferan anormalmente en órganos diferentes a la médula ósea, 
particularmente el bazo, el hígado y los ganglios linfáticos. Esta enfermedad es tratada 
tradicionalmente con radioterapia y quimioterapia, aunque actualmente se buscan nuevas 
alternativas que ayuden, sean más efectivas o que generen un  menor número de efectos 
secundarios sobre el paciente; dentro de estos nuevos estudios está el uso de virus que matan 
específicamente las células leucémicas. A estos virus utilizados como herramientas en la lucha 
contra la leucemia se llaman virus oncolíticos que son el objeto de nuestro estudio. Estos virus son 
partículas infecciosas que han sido seleccionadas o rediseñadas genéticamente para crecer 
exclusivamente en células anormales, atacando específicamente a estas células nocivas y 
respetando las células normales no enfermas. La terapia con virus oncolíticos ya se encuentra 
disponible en otros países como Estados Unidos y Canadá, donde se han adelantado muchos 
estudios de laboratorio y en pacientes para demostrar la seguridad de la terapia; lamentablemente 
en Colombia aún no se encuentra disponible este tipo de estrategia debido a que no se ha realizado 
ningún tipo de estudio sobre el tema. 
 
 
PROPÓSITO 
 
El propósito de este trabajo es evaluar el potencial terapéutico del virus denominado rotavirus Wt1-
5 en muestras de sangre periférica de pacientes con leucemia linfoblástica aguda de precursores 
B. Para llevar a cabo esta tarea se necesita la colaboración de muchas personas, por lo que les 
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proponemos su participación, aceptando donar desinteresadamente una muestra de 10 ml de 
sangre, tomada antes del inicio de la quimioterapia, esto con el fin de contribuir a las investigaciones 
de interés terapéutico acerca de los virus oncolíticos. Es necesario mencionar con antelación que 
los ensayos con el rotavirus Wt1-5 adaptado se realizarán en el laboratorio de Biología molecular 
de virus de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia y NO se realizará 
ningún tipo de  intervención sobre el paciente, ni sobre el manejo instaurado para el tratamiento de 
la enfermedad, ni sobre las decisiones tomadas por los médicos tratantes.    
 
Es muy importante que tenga en cuenta que LA TOMA DE LA MUESTRA DE SANGRE NO 
REPRESENTA NINGÚN PELIGRO PARA EL NIÑO. La muestra será manipulada bajo la 
normatividad ética enunciada en la resolución 008430 capítulos IV de 1993 expedida por el 
Ministerio de Salud. 
 
SU PAPEL DENTRO DEL PROYECTO 
 
Siendo voluntario para donar una muestra de sangre de su hijo/hija/ o representado, usted estará 
de acuerdo con lo siguiente: 
Usted permitirá que la muestra de sangre sea usada exclusivamente dentro del proyecto arriba 
mencionado para investigar el uso del rotavirus como virus oncolítico en las células de leucemia 
extraídas en esta muestra.  
 
LOS POSIBLES BENEFICIOS PARA USTED Y SU HIJO 
 
Su participación en este estudio NO lo beneficiará a usted ni a su hijo directamente en ningún modo. 
Sin embargo, uno de los propósitos de este proyecto es contribuir al conocimiento en el área de las 
ciencias médicas básicas en Colombia y divulgar los resultados en aras de impulsar a otros grupos 
a trabajar en estas áreas de investigación. Puede ser un beneficio para usted contribuir al 
conocimiento en esta área, lo cual  en un futuro podría ayudar al tratamiento en personas con 
Leucemia. 
 
ALTERNATIVAS DE PARTICIPACIÓN 
 
Tiene usted la LIBERTAD DE NO ACEPTAR esta invitación. 
 
SEGURIDAD 
 
NO hay riesgos físicos para el niño al incorporarse como donante a este proyecto de investigación. 
Por favor tenga en cuenta que la participación  y los resultados que se obtengan en este estudio 
NO modificaran y NO realizaran ninguna intervención sobre  el manejo brindado a  su hijo/hija/ o 
representado. Se conservará la confidencialidad del donante y sus padres. 
 
REEMBOLSOS A USTED 
 
NO se le pagará a usted por la donación realizada. La donación es totalmente VOLUNTARIA y 
ALTRUISTA. 
 
GASTOS 
 
Usted NO tendrá que cubrir ningún gasto de colección, procesamiento o análisis de la muestra. 
 
CONFIDENCIALIDAD 
 
Su identidad o la del niño NO serán reveladas en ninguna forma como resultado de su participación 
en el proyecto. 
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PREGUNTAS O DUDAS 
 
Si tiene preguntas o alguna duda sobre esta solicitud o sobre el proyecto en general, por favor 
remítalas al LABORATORIO DE  BIOLOGÍA MOLECULAR DE VIRUS Nº 412 DE LA FACULTAD 
DE MEDICINA DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA  al Dr. Carlos Arturo Guerrero 
Fonseca, Médico MSc. PhD. director del proyecto o al Dr. Rafael Guerrero Rojas Médico MSc. co-
investigador del proyecto. Teléfono de contacto 3165000 Ext: 15052-15053.  
  
SU FIRMA ABAJO INDICA QUE USTED HA LEIDO Y ENTENDIDO EL CONSENTIMIENTO 
INFORMADO, QUE HA TENIDO LA OPORTUNIDAD DE HACER PREGUNTAS, QUE SE LE HA 
DADO LA INFORMACIÓN MAS PRECISA QUE HA SIDO POSIBLE Y QUE ESTA DE ACUERDO 
EN PARTICIPAR COMO DONANTE DE UNA MUESTRA DE SANGRE DE SU HIJO PARA EL 
PROYECTO DE INVESTIGACIÓN MENCIONADO.  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

APROBACIÓN DE DONACIÓN VOLUNTARIA 
 

Declaro que:  
 
1. Entiendo que la donación de sangre periférica para este estudio es libre y voluntaria. 
2. Entiendo que el procedimiento para la donación de una muestra de hasta 10 ml de sangre NO implicará un riesgo 
adicional  a la salud de mi hijo/hija/ o representado. 
3. Entiendo que la muestra de sangre periférica será usada con fines investigativos 
4. Entiendo que la participación  y los resultados que se obtengan en este estudio no modificaran, ni realizaran ninguna 
intervención sobre  el manejo brindado a mi hijo/hija/ o representado. 
5. Entiendo que la información referente a mi hijo/hija/ o representado será manejada de manera confidencial y que será 
protegida mi identidad. 
6. Entiendo que NO recibiré ningún estímulo económico por esta donación. 
7. He leído y comprendido toda la información entregada, he tenido la oportunidad de formular preguntas y se me han 
resuelto mis inquietudes. 
 
En consecuencia he decidido libremente realizar la donación de una muestra de sangre periférica. 
 
FECHA: Día: _________ Mes: _____________ Año: __________ 
 
- Nombre del padre/madre o tutor: __________________________________ 
CC: ________________________ 
 
 
Firma: ___________________________ 
 
Teléfono de contacto del padre/madre o tutor: __________________________ 
 
- Nombre del testigo: __________________________________ 
CC: ________________________ 
 
 
Firma: ___________________________ 
 
Teléfono de contacto del testigo: __________________________ 
 
 
- Persona que suministró la información: 
Nombre: ________________________________________________________ 
CC: ________________________ 
 
 
Firma: ___________________________ 
 
Papel dentro del Proyecto: __________________________________________ 
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E. Anexo 5: 
DOCUMENTO DE ASENTIMIENTO INFORMADO PARA LA 
DONACIÓN VOLUNTARIA DE MUESTRAS DE SANGRE 
PERIFÉRICA EN MENORES DE EDAD 

 

Título del proyecto: Caracterización del potencial oncolítico del aislamiento rotaviral Wt1-5 en 
cultivos primarios de  leucemia linfoblástica aguda de precursores B.  

 
Investigador principal: Carlos Arturo Guerrero F. MD. MSc. PhD. 
Co-investigador: Rafael Antonio Guerrero R. MD. MSc. (c) PhD. 

Supervisor: Dra. Adriana Linares Ballesteros. MD. MSc. Esp. 
Organización:  

 Laboratorio de Biología Molecular de Virus/ Facultad de Medicina/ Universidad Nacional de 
Colombia. 

 Servicio de Oncohematología Pediátrica/Fundación Hospital de la Misericordia. 
Teléfono de contacto: 3165000 Ext: 15052-15053 
e-mail de contacto: caguerrerof@unal.edu.co 
                              raguerreror@unal.edu.co 
 
INFORMACIÓN 
 
Mi nombre es  ___________________________________________ y mi trabajo consiste en 
investigar acerca del uso de  virus para  el tratamiento de una enfermedad  de la medula ósea 
llamada leucemia, para ello, nosotros investigamos en el laboratorio qué sucede con las células que 
están enfermas cuando les agregamos el virus, hacemos esto con el propósito de lograr obtener 
una nueva forma de tratamiento que en un futuro ayude alternativamente a las personas que tienen 
esta enfermedad.  
 
A continuación le voy a dar información e invitarle a formar parte de este estudio de investigación. 
Puede elegir si participa o no. Hemos discutido esta investigación con sus padres/apoderado y ellos 
saben que le estamos preguntando a usted también para tu aceptación. Si va a participar en la 
investigación, sus  padres/apoderado también tienen que aceptarlo. Pero si no desea tomar parte 
en la investigación  no tiene por qué hacerlo, aun cuando sus padres lo hayan aceptado. Puede 
discutir cualquier aspecto de este documento con sus padres o amigos o cualquier otro con el que 
se sientas cómodo. Puede decidir participar o no después de haberlo discutido. No tiene que 
decidirlo inmediatamente. Puede que haya algunas palabras que no entienda o cosas que quiera 
que se las explique mejor porque está interesado o preocupado por ellas. Por favor, puede pedirme 
que pare en cualquier momento y me tomaré tiempo para explicarlo. Nadie puede enojarse o 
enfadarse con usted si decide que no quieres continuar en el estudio.   
 
¿Por qué está haciendo esta investigación? 
 
Queremos saber si en el futuro este virus ayudará a que los niños con leucemia se recuperen de su 
enfermedad y creemos que esta investigación nos ayudará a poder decir eso.  
 
¿Por qué me pides a mí que participe? 
 
Estamos probando este virus en las células que otros niños de su edad nos han regalado y que 
tienen leucemia 
 
No tiene por qué participar en esta investigación si no lo desea. Es su decisión si decide participar 
o no, está bien y no cambiara nada. Incluso si dice que “si” ahora, puede cambiar de idea más  tarde 
y estará bien.  
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Si firma este papel quiere decir que lo ha leído, o alguien se lo leyó y que quiere estar en el estudio.  
Si no quiere estar en el estudio, no lo firme. Recuerde que usted decide estar en el estudio y nadie 
se puede enojar con usted si no firma el papel o si cambia de idea y después de empezar el estudio 
se quiere retirar.  
 
He preguntado al niño/a y entiende que su participación es voluntaria SI ___  NO___ 
 
¿Qué me va a suceder?  
 
Vamos a tomar una muestra de sangre en su brazo la cual vamos a utilizar para analizar las células 
que están enfermas en el laboratorio cuando les agregamos el virus.  
 
He preguntado al niño/a y entiende el procedimiento SI ___  NO ___  
 
¿Es esto malo o peligroso para mí? 
 
El procedimiento es seguro para usted, se hace de forma cotidiana para realizar los exámenes 
durante la atención que se le brinda en el hospital.    
 
¿Dolerá?  
 
La toma de la muestra puede doler por solo un segundo cuando la aguja ingrese en su brazo. Esto 
deberá de desaparecer en un día. Si duele por más tiempo o si se endurece o se hincha, 
comuníqueselo a sus padres o a mí. Si se siente mal o extraño, díganoslo.  
 
He preguntado al niño/a y entiende los riesgos y molestias  SI ____ NO____ 
 
¿Hay algo bueno que vaya a ocurrirme? 
 
El estudio no le va a generar algún beneficio directo. Puede que los resultados que se obtengan en 
este estudio en un futuro  le ayuden a otros niños que  tengan una enfermedad similar,  
 
He preguntado al niño/a y entiende los beneficios SI ____ NO____ 
 
¿Obtengo algo por participar en la investigación? 
 
Su participación en muy importante para nosotros pero debemos mencionarle que la donación de 
la muestra es totalmente voluntaria y no le ofrecemos ningún tipo de incentivo.  
 
He preguntado al niño/a y entiende que no se le dará ningún incentivo SI ____ NO___ 
¿Van a saber todos acerca de esto? 
 
No diremos a otras personas que está en ésta investigación y no compartiremos información sobre 
usted a nadie que no trabaje en el estudio de investigación. Cuando la investigación finalice, nos 
contactaremos con usted y con sus padres para compartirles los resultados. La información 
recolectada por la investigación acerca de usted, será retirada y nadie sino exclusivamente los 
investigadores podrán verla. Cualquier información sobre usted tendrá un número en vez de su 
nombre. Solo los investigadores sabrán cuál es su número y se guardará la información con llave. 
No será compartida ni dada a nadie.  
 
He preguntado al niño/a y entiende la confidencialidad del estudio SI ____ NO____ 
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¿Me informará de los resultados? 
 
Cuando finalicemos la investigación, Nos contactaremos con usted y sus padre/madre/tutor y les 
explicaré lo que hemos aprendido. También les daremos un informe con los resultados. Después, 
informaremos a más gente, a científicos y a otros, sobre la investigación y lo que hemos averiguado. 
Lo haremos escribiendo y compartiendo informes y yendo a encuentros con personas interesadas 
en nuestro trabajo.  
 
¿Puedo elegir no participar en la investigación? ¿Puedo cambiar de idea? 
 
No es obligatorio que participe en esta investigación. Nadie se enfadará o molestará con usted si 
dice que no. Es libre de tomar la decisión. Puede pensar en ello y responder más tarde si quiere. 
Puede decir “si” ahora y cambiar de idea más tarde y también estará bien. 
  
¿Con quién puedo hablar para hacer preguntas? 
 
Usted puede hacerme preguntas ahora o más tarde. Puede preguntar al doctor, doctora  o a la 
enfermera. Tengo un número y dirección donde puede localizarme. Si quiere hablar con alguien 
más que usted conoce como su profesor o médico o un familiar, puede hacerlo también. 
 
Si ha elegido ser parte de esta investigación, también le daré una copia de esta información 
para usted. Puede pedir a sus padres que lo examinen si usted gusta. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
“Yo no deseo participar en la investigación y no he firmado el asentimiento que sigue”. 
 
____________________________ (Nombre o iniciales del niño/menor). 
 
Solo si el niño/a asiente: 
 
Nombre del niño/a  _____________________________ 
 
 
Firma del niño/a: _______________________________ 
 
Fecha (Día/mes/año): ___________________________ 
 
 
 
 
Huella dactilar del niño/menor:  

APROBACIÓN DE DONACIÓN VOLUNTARIA 
 
Declaro que:  
 
1. Entiendo que la investigación consiste en probar un virus para el tratamiento de la leucemia usando 
una muestra de mi sangre para investigación en el laboratorio.  
2. Entiendo que daré una muestra de sangre por medio de una punción en el brazo. 
3. Entiendo que el estudio se realizará en el laboratorio. 
4. Sé que puedo elegir participar en la investigación o no hacerlo. 
5. Sé que puedo retirarme cuando quiera. 
6. He leído esta información (ose me ha leído la información) y la entiendo.  
7. Me han respondido las preguntas y sé que puedo hacer preguntas más tarde si las tengo. 
8. Entiendo que cualquier cambio se discutirá conmigo. 
9. Acepto participar en la investigación.  
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Nota: Si es analfabeto: Una persona que sepa leer y escribir debe firmar (si es posible, esta 
persona debería ser seleccionada por el participante, no ser uno de los padres, y no debería tener 
conexión con el equipo de investigación). Los niños analfabetos deben incluir su huella dactilar 
también. 
 
“He sido testigo de la lectura exacta del documento de asentimiento al participante potencial 
y el individuo ha tenido la oportunidad de hacer preguntas. Confirmo de que ha dado su 
asentimiento libremente”. 
 
Nombre del testigo (diferente de los padres): _______________________________________ 
 
Nº identificación: ______________________________________________________________ 
 
 
Firma del testigo ______________________________ 
 
Fecha (Día/mes/año): __________________________ 
 
 
Copia dada al participante SI___ NO____ 
 
El Padre/madre/apoderado ha firmado un consentimiento informado SI___ NO____ 
 
 
 
Persona que suministró la información: 
 
Nombre: ________________________________________________________ 
 
Nº identificación: ________________________ 
 
 
Firma: ___________________________ 
 
Papel dentro del Proyecto: __________________________________________ 
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F. Anexo 6: Certificado participación congreso 

internacional “2nd World Congress on Cancer 
Research and Theraphy” Octubre 02-04 de 2017. San 
Diego CA, USA. 

 

. 
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G. Anexo 7: Certificado participación congreso “ 

III congreso latinoamericano de Virología, VII 
Simposio Nacional de Virología” 30 de Noviembre al 
02 de Diciembre de 2017. Medellín, Colombia  
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H. Anexo 8: Certificado participación Simposio 

“Primer simposio de investigación de posgrados en 
Biotecnología” 17 al 19 de Octubre de 2017. Medellín, 
Colombia  
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I. Anexo 9: Artículo publicado. “Quantifyng 

rotavirus kinetics in the Reh tumor cell line using in 
vitro data” 
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J. Anexo 10: Artículo sometido. “Assessing 

the oncolytic potential of rotavirus on mouse 
myeloma cell line Sp2/0-Ag14” 
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K. Anexo 11: Artículo sometido. “Oncolytic 

effect of rotavirus Wt1-5 in the human acute 
lymphoblastic leukemia cell line Reh” 
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