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Resumen y Abstract IX

Resumen

ANTECEDENTES: El cancer es un importante problema de salud que plantea un gran
desafio para los sistemas de atencion de salud en todo el mundo. Las herramientas para
el tratamiento del cancer han avanzado rapidamente en los Ultimos afios, dando como
resultado nuevas estrategias terapéuticas alternativas y complementarias al tratamiento

convencional.

OBJETIVOS: Identificar el potencial oncolitico del rotavirus Wt1-5 adaptado a células
tumorales y algunos de los receptores de superficie celular utilizados por el rotavirus Wtl-
5y los marcadores de muerte celular inducidos por la infeccién en células de leucemia

linfoblastica aguda de precursores B y células Reh.

METODOS: Se us6 el aislamiento de rotavirus Wt1-5 recientemente adaptado a células
tumorales, para infectar las células de leucemia linfoblastica aguda de precursores By las
células Reh. La infeccion por rotavirus Wt1-5 fue seguida mediante andlisis de antigenos
virales por citometria de flujo. Se evaluaron algunas proteinas de superficie celular como

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

RESULTADOS: El presente estudio mostr6 que el rotavirus Wt1-5 fue capaz de utilizar las
proteinas de la superficie celular como las proteinas de choque térmico Hsp90, Hsp70,
Hsc70, PDI e integrina 3. El rotavirus Wt1-5 indujo efectos citotoxicos que incluyen
cambios en la permeabilidad de la membrana celular, alteracién del potencial de
membrana mitocondrial, fragmentacién del DNA y activacion de la sefializacion de la

muerte celular.

CONCLUSIONES PRINCIPALES: Concluimos que el rotavirus Wt1-5 puede ser un
candidato potencial para ser utilizado como un agente oncolitico y que la apoptosis podria
ser un mecanismo por el cual Wt1-5 mata las células de leucemia linfoblastica aguda de

precursores B y las células Reh.

Palabras clave: Rotavirus, Virus oncoliticos; Leucemia linfoblastica aguda; proteinas de

choque térmico; PDI; Integrina B3.
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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 Wil -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 Wtl -5 was able to use cell-surface proteins
such as heat shock proteins Hsp90, Hsp70, Hsc70, PDI, and B3 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 Wtl -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-3.
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Introduccioén

El cancer es un importante problema de salud publica que representa un desafio
importante para los sistemas de atencion en salud en todo el mundo. Actualmente es la
segunda causa de muerte en la estadistica global y es superado tan solo por las
enfermedades cardiovasculares (1). La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es una
transformacion maligna y una proliferacion de células progenitoras linfoides en la médula
0sea, la sangre y los sitios extramedulares (2). El 80% de leucemias ocurre en nifios,
siendo la LLA la neoplasia mas comun en pacientes pediatricos, mientras que en la edad
adulta la LLA es la segunda leucemia aguda mas comudn y representa una enfermedad
devastadora (3). Las tasas generales de curacion para la LLA infantil han mejorado a lo
largo de los afios y las tasas de supervivencia actuales varian entre el 75% y el 85% en
los pacientes tratados en paises de altos ingresos. Por el contrario, en los paises de bajos
ingresos, las posibilidades de curacién son menores (4, 5). La quimioterapia es el principal
tratamiento convencional de las leucemias y se divide en las fases de induccion,
consolidacion y mantenimiento a largo plazo (6), incluye medicamentos que bloquean la
division 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 recaidas siguen siendo un desafio importante en el manejo de
las neoplasias hematolégicas.

Con el propésito de mejorar el tratamiento de las neoplasias, las terapias para el cancer
evolucionan constantemente y los investigadores se mantienen en busca de nuevas
estrategias complementarias a la quimioterapia, radioterapia o cirugia. Estos avances han
permitido la implementacién de terapias como los microRNA (miRNA) (9, 10), los pequefios
RNA interferentes (siRNA) (11, 12), inmunoterapia (13), quimioterapia basada en la
sefializacion celular (14) y la viroterapia (15, 16). Para que un virus sea candidato a
convertirse en una terapia efectiva contra el cancer debe cumplir varios criterios tales como
una replicacion selectiva dentro de las células cancerosas, tener la capacidad de
diseminarse dentro de los tejidos tumorales, no infectar células y tejidos normales, no ser
patégeno para los humanos, e idealmente debe poder ser manipulado genéticamente para
mejorar su seguridad y eficacia (17). Los principales virus oncoliticos que se emplean
actualmente incluyen el adenovirus, virus Herpes simplex (HSV), sarampion, vaccinia,
reovirus y virus de la enfermedad de Newcastle (NDV) (18). Varias caracteristicas de las
células neoplasicas las hacen mas susceptibles a los virus oncoliticos cuyo tropismo para
estas células depende de la maquinaria de transcripcion y vias de sefializacion tumorales
(19, 20). Una de las mayores dificultades para la aplicacién exitosa de la viroterapia
oncolitica ha sido la capacidad para administrar el virus especifica y eficientemente al
tumor (20). Una de las estrategias que se abordan para dar solucion a esta limitante es la
seleccion de las células neoplasicas mediante la expresion de receptores de membrana
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especificos, debido a que el ingreso del virus oncolitico al interior de la célula tumoral
depende de la unién de proteinas virales a receptores de la superficie celular.
Generalmente estos receptores estan sobre expresados en algunas células tumorales pero
ausentes en las células normales y son especificos de cada virus oncolitico (21).

Diferentes estudios han mostrado que el rotavirus posee tropismo por células que expresan
proteinas de la familia de las integrinas como la aVB3 (22, 23), a2p1 (24, 25), alVB1 (26,
27), Hsc70 (28-30) y PDI (31-33) en la superficie de la membrana citoplasmética.
Adicionalmente, varios ensayos han documentado una expresién elevada de proteinas de
choque térmico (HSPs), integrinas como la aVB3 y PDI en la membrana citoplasmética de
células neoplasicas. Estas proteinas desempefian un papel importante en la
carcinogénesis a través de la regulacion de la angiogénesis, la proliferacion celular, la
migracion, control de vias apoptéticas, resistencia a algunos medicamentos contra el
cancer y la metastasis en tumores de pulmén, cerebro, prostata, mama, asi como en
sarcomas Yy algunos linfomas. Ademas, estas proteinas tienen un potencial uso clinico
como biomarcadores para el diagnéstico y pronéstico del cancer, asi como también como
objetivos terapéuticos (34-36). En células normales las proteinas HSPs, aV33 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 lineas de células tumorales que tiene una expresion de estas
proteinas en la membrana citoplasmatica (37).

En el presente estudio, determinamos el potencial efecto oncolitico del rotavirus Wtl1-5
adaptado en la linea celular Reh de leucemia linfoblastica aguda humana. Nuestros
resultados muestran que el rotavirus Wt1-5 pudo infectar, replicarse y lisar las células Reh.
La inoculacién con el rotavirus Wtl-5 adaptado genera efectos citotéxicos sobre la linea
tumoral, observando cambios en la integridad de la membrana, en el potencial de
membrana mitocondrial, fragmentacion de DNA vy la activacion de sefiales relacionadas
con muerte celular dependiendo de la concentracion del inoculo viral. Adicionalmente, se
encontré una participacion de las proteinas de membrana citoplasmatica Hsp90, Hsp70,
Hsc70, aVB3 y PDI durante el proceso de entrada el rotavirus a la célula.



1.Capitulo 1. Estado del arte

La siguiente conceptualizacion engloba los elementos mas notables para el desarrollo de
nuestro proyecto. No se busca agotar el tema, puesto que es excesivamente extenso, y
resultaria inoficioso recoger la totalidad de conceptos expresados en relacién a los mismos.
Considerando lo anterior, la revision se orienta a describir los aspectos mas relevantes en
relacién a los virus oncoliticos, el rotavirus, las proteinas de choque térmico, PDI, integrina

B3y la leucemia linfoide aguda en la poblacién pediétrica.

1.1 Virus oncoliticos

A los virus se les conoce como agentes acelulares microscopicos y patolégicos que no son
retenidos por los filtros habituales para bacterias ya que poseen un tamafio de entre 10-
300 nm, carecen de actividad metabdlica 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 proteinas virales y asi incrementar la progenie viral (38). Durante
el proceso infeccioso de los virus se generan una diversidad de eventos que conducen a
la disminucion de la viabilidad celular. Dentro de estos se encuentran la apoptosis, la
necrosis y la lisis celular; a todos estos fendmenos se les conocen como efectos citotdxicos
y estan asociados a la patogenicidad generada por los virus. Con base en estas
caracteristicas, surge la idea de emplear los virus con fines terapéuticos en células
neoplésicas, denominados virus oncoliticos (OV) o virus que selectivamente infectan y se
replican en células neoplasicas pero que no infectan a las células del tejido normal (39).
Aunque la idea de emplear virus como terapia contra el cAncer no es nueva, data de 1912,
solo hasta los afios 90s se retomaron esfuerzos para re-investigar la hipoétesis
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 asi lograr un efecto citotdxico especifico en las células
de cancer (40, 41). Algunos de estos virus son cepas naturalmente atenuadas, tales como
cepas de reovirus 0 virus vesiculomatosos, que infectan efectivamente o se replican
selectivamente en células de cancer. Otros virus han sido genéticamente modificados para
dirigir sus efectos oncoliticos o disminuir su caracter patolégico 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 disefien, el objetivo primordial siempre sera lograr la lisis
o muerte celular exclusivamente en tejidos tumorales, producto de la replicacion de los
virus oncoliticos llustracion 1. La selectividad de los virus oncoliticos hacia las células de
cancer parece ocurrir durante la infeccibn o durante la replicacion principalmente.
Entonces, virus con tropismo selectivo hacia el tejido tumoral pueden ser creados
modificando las proteinas virales que reconocen receptores celulares especificos,
permitiendo que el virus ingrese selectivamente en las células tumorales. La replicacion
selectiva puede ser creada modificando los genes virales que se requieren para una

eficiente replicacion en la célula blanco (39).

llustracion 1. Mecanismo de oncolisis selectiva.
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Tomada de: Cervantes-Garcia, D., Ortiz-Lopez, R., Mayek-Pérez, N., Rojas-Martinez, A. (2008). Oncolytic virotherapy.
Annals of Hepatology, 7 (1), 34-35. (42)

La seguridad y eficiencia de los virus oncoliticos fue ampliamente debatida y estudiada en
el periodo de 1904-1980, durante este espacio, pacientes con cancer 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 oncolitica fueron
bien establecidos y se informé la regresién tumoral en pacientes con cancer cervical
después de la vacunacion con el virus de la rabia y remision en pacientes con linfoma de
Burkitt y Hodgkin después de sufrir de sarampion (45, 46). En los afios 20s-40s, dentro de
los ensayos histéricamente descritos respecto al uso de los virus para tratamiento del
cancer y su evaluacion en modelos animales, se reporto la lisis tumoral por el virus de la
enfermedad de Newcastle y el virus de la influenza (47, 48). Una década mas tarde, se
emplearon diversos serotipos de adenovirus silvestres (Wild type Ad) para el tratamiento
de cancer cervical. En estos ensayos, aunque hubo regresion de varios tumores sin causar
toxicidad en mas de la mitad de los individuos, se observé progresion de la enfermedad
en todos los pacientes (49). Justamente la ausencia de actividad antitumoral duradera por
parte de los virus se reflejé en otros experimentos en humanos durante ese tiempo e hizo
gue los investigadores abandonaran este modo de terapia (50). Para aquel entonces, la
virologia se encontraba en su primera infancia sin contar con la tecnologia ni el desarrollo
del conocimiento suficiente para proseguir con los andlisis. Hoy en dia, gracias a los
avances en la biologia tumoral, la biologia molecular y la virologia molecular, el estudio de
los virus oncoliticos ha sido retomado. En la Tabla 1. se enumeran los virus que son

actualmente evaluados como virus oncoliticos.

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

Virus DNA
Genoma Familia Genero Especie/Cepa/Vector
ds Adenoviriae Mastadenovirus Ad serotipo 5 y algunos derivados de hallazgos
experimentales y ensayos clinicos.
Aviadenovirus Vector de replicacion deficiente CELO.
Atadenovirus El adenovirus Ovino tipo 7 vector OAdV623 y OAdV220.
Asfarviridae n.f.
Herpesviridae Simplexvirus Varios vectores competentes en la replicacion silvestres y
modificados en el laboratorio, cepa experimental humana SV-
1. Vector competente en la replicacion HSV-2
Rhadinovirus Vector competente en la replicacion basado en el HSV bobino
tipo 4.
Varicellovirus Vector competente en la replicacién psudorabia.
Iridoviridae n.f.
Papillomaviridae n.f.
ds/ss Polyomaviridae Polyomavirus Vector deficiente en la replicacion SV40.
Poxviridae Orthopoxvirus Vector deficiente en la replicacion basado en Vaccinia cepa
WR y Wyeth.
Leporipoxvirus Vector competente en la replicacion basado en Mixomavirus.
Yatapoxvirus Vector competente en la replicacién basado en el virus de la
enfermedad de Yaba
HepDNAaviridae n.f.
Circoviridae n.f.
Parvoviridae Parvovirus Parvovirus de roedores Vivo autbnomo H-1.
Dependovirus Vector defectivo en la replicacion basado en varios serotipos
de adenovirus asociados.
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Sss Rabdoviridae Respirovirus Vector deficiente en la replicacion basado en Virus Sendai.
Rubulavirus Virus vivo de la parotiditisen fase experimental y ensayos
clinicos para tratar cancer de ovario. Vector no oncolitico
deficiente en la replicacién basado en Virus simiano tipo 5.
Vesiculovirus Virus vivo atenuado de la estomatitis vesicular y derivados
recombinantes.
Arteviridae n.f.
Coronaviridae Coronavirus Actividad Oncaolitica In vitro de replicacion 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 clinico.
Togaviridae Alphavirus Virus Sindibis y virus Sindibis vivo atenuando
Retroviridae Gamaretrovirus Virus competente y deficiente en la replicacion MoMLV, en
ensayos clinicos.
Lentivirus Vector deficiente en la replicacion basado en HIV-1
Spumavirus Vector competente en la replicacion 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 clinicos.
ss Arenaviridae *
Bornaviridae n.f.
Bunyaviridae *
Fitloviridae n.f.
Orthomyxoviridae | Virus de la influenza Virus de la Influenza tipo A competente en la replicacién con
A delecion de NS1.
Paramyxoviridae Avulavirus Virus de la enfermedad de Newcastle atenuado 73T, PV701 y
MTH-68/H.
Morbilivirus Vector competente en la replicacion vasado en varias cepas
de virus del sarampion.
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
céancer 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 cancer, viroterapia oncolitica, 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 oncoliticos. 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 excepcioén de los virus de
Sindbis, se han desarrollado para viroterapia.

ad = Adenovirus

ds = Double strand (hebra doble)

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

clinica

La habilidad que tienen los virus para lisar células humanas fue usada para tratar el cancer
en el siglo pasado, pero se abandond debido a la toxicidad (52). Con la tecnologia
recombinante, se mejoraron genéticamente y su seguridad incrementd, porque la
selectividad hacia células tumorales aumentd, como se demostré en 1991 con el herpes
simple tipo 1 (HSV-1) en un modelo experimental de glioma (40). Cinco afios después, se
cred el adenovirus Onyx-015, primer virus oncolitico creado para experimentar en

tratamientos clinicos de pacientes con cancer (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 mas de 80 genes.
Aproximadamente la mitad de los genes son necesarios para la replicacion del
virus. El genoma de este virus estd compuesto por un segmento largo (UL) y
segmento corto (Us) que son flanqueados por repeticiones invertidas (55). La
infeccion puede ser litica o latente. Durante la infeccion litica, 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 oncolitico fue primero probado en pacientes con glioma
maligno. Entre 1997 y 1999, dos grupos realizaron la fase | para tratamiento.
Analizaron la dosis, la seguridad del tratamiento y la replicacion selectiva del virus

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

= Adenovirus: El primer virus estudiado en tratamiento clinico es el adenovirus
ONYX-15y cuenta con 18 publicaciones en fase | y fase Il en tratamientos clinicos,
gue comenzaron en 1996. La estrategia ha puesto empefio en demostrar la
seguridad de la administracién intratumoral, seguido por instalacion intracavitaria
(intraperitoneal), infusion intra-arterial (arteria hepatica), y finalmente la
administracion intravenosa sistémica. Se han desarrollado estudios donde
participaron solamente pacientes con cancer incurable, una vez se demostr6é su
seguridad, se estudié en pacientes con condiciones pre malignas. Como
consecuencia de los resultados clinicos, ONYX-015 actualmente se somete a

ensayos clinicos en combinacion con quimioterapia (53).
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1.1.2 Virus oncoliticos de RNA seleccionados en el laboratorio y utilizados en la
clinica

= 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 patdgeno en los seres humanos, a diferencia del
rotavirus. En 1959, Sabin acufié el nombre de reovirus como un acrénimo que

significa no patogénico (57).

El potencial del Reovirus y su conexién con el cancer comenz6 en 1977, cuando Hashiro
et al., documentaron la susceptibilidad de células transformadas a la replicacion de
reovirus y encontrd que las células sin transformar “normales “eran resistentes al virus
(58). Mas tarde se report6 que al infectar con reovirus a células WI-38, que normalmente
no son susceptible a reovirus, junto con “antigeno T mayor de SV-40” el reovirus si se
replicaba (59). Aunque estos estudios insinuaban el potencial oncolitico del reovirus, el
mecanismo de la sensibilidad celular al reovirus permanecié ambiguo por mucho tiempo.

Recientemente, el reovirus tipo-3 ha sido investigado como un agente oncolitico contra una
variedad de canceres humanos (60). El potencial oncolitico de reovirus también se esta

investigando en tratamientos clinicos (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 via de Ras activa, que
es una via de sefializacién para mediar oncdlisis (63-65). Sin embargo, otros estudios han
demostrado que la via Ras activa por si sola no tiene control sobre susceptibilidad de las
células para infeccion de reovirus (66-68). El tratamiento de la fase | con reovirus
(Reolysin®) en tumores soélidos cutdneos con inyecciones en la parte lesionada ha sido
conducido por un grupo canadiense (69) y el virus no causa ninguna toxicidad en la

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

Tabla 2. Virus usados actualmente en ensayos clinicos.

Nombre Cepa Alteracion genética Enfermedad Fase

Cancer de cabeza y cuello. 11-111

Quimera Adv y Cancer de ovario |
ONYX-015 Delecion en el gen E1B L .
2/5 Tumor primario y secundario de I-11

Higado



http://www.oncolyticsbiotech.com/
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Cancer de Pancreas |

CV706

Adv 5

Regulacién del gen E1A

Cancer de Prostata (confinado al

con el promotor PSA,
Delecion del gen E3

6rgano)

Cv787

Adv 5

Regulacion del gen E1A
con el promotor de
Probasin. Y regulacién
del gen E1B con el
promotor PSA.

Cancer de Prostata (confinado al
6rgano y metastasico)

G207

HSV-1

Insercién de Lac Z dentro
de gen ICP6, delecion de
los genes ofy134.5

Glioma Maligno

NV1020

HSV-1/HSV-2

Delecion de tk 700 bp +
delecion de 15 kb en la
region que contiene una
copia exégena del gen tk
controlado por el
promotor de HSV-1 a4.

Carcinoma Colorrectal

Metéstasis Hepaticas

Vaccina-GM-
CSF

Vaccinia

Insercién de GM-CSF y
del gen Lac Z dentro de

locus vital TK.

Melanoma

PV701

NDV

Naturalmente atenuado

Tumores s6lidos avanzados

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 clinicos para viroterapia oncolitica.

Vector
oncolitico

Reolysin

H101

CG7870

Tumor objetivo

Diversos

Diversos

Metastasicos
Cancer de prostata
refractario

Dosis

1x10”a 1 x 10° pfu
intratumoral.

5 x 10,4 vp durante

dias. Intratumoral.

1x1010a1x1012 vp

Intravenosos.

Efectos adversos

Sintomas similares a

resfriado, dolor de cabeza,

dolor y fatiga

Fiebre, dolor en el lugar de

aplicacion, algunos
eventos de disfuncion
Hepatica y sintomas

similares a resfriado

Sintomas similares a

resfriado

Efectos terapéuticos

Remisién Completa en
11 % de pacientes

/% de pacientes con
respuesta completa y
24% con respuesta

parcial

Disminucion de los
niveles de PSA en
suero de 24% al 49%
en 22% de los

pacientes
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Adaptado de Cervantes-Garcia, D., Ortiz-Lépez, R., Mayek-Pérez, N., Rojas-Martinez, A. (2008). Oncolytic virotherapy.
Annals of Hepatology, 7 (1), 34-35 (42).

1.1.3 Consideraciones a tener en cuenta segun “the international conference on
harmonisation of technical requirements for registration of pharmaceuticals for
human use (ich)” para el disefio de terapias contra el cancer basadas en virus
oncoliticos (emea/chmp/ich/607698/2008)

La ICH es una organizacién 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 oncolitico (70). Estos importantes aspectos se describen

a continuacion.

1.1.3.1 Selectividad

Antes de ser usados en estudios clinicos con pacientes, se debe demostrar la selectividad
replicativa de los virus oncoliticos en células tumorales mediante la ejecucion de ensayos
in vitro con lineas celulares permisivas y no permisivas que incluyan la caracterizacion 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 clinicos, siempre hay que tener en cuenta que este aspecto no representa una medida
directa del potencial antineoplasico de los virus oncoliticos. Por lo tanto, para posibilitar su
uso como agente anticancerigeno, se deben realizar ensayos que arrojen cualquier

evidencia de actividad biolégica relacionada con la propagacion viral en la masa tumoral.

1.1.3.2 Variantes moleculares

La caracterizacion de cada uno de los virus oncoliticos incluye la verificacion de la
existencia de sus correspondientes variantes moleculares, de las cuales se deben tener
en cuenta las que resultan de la replicacion selectiva o del perfil oncolitico. La naturaleza
y la cantidad de variantes determinan la estrategia experimental a seguir para su seleccion,

evaluando la estabilidad genética de los vectores antineoplasicos.

1.1.3.3 Seleccion de modelos animales y limitaciones asociadas a ellos
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Para la seleccion de un modelo animal no sélo se debe tener en cuenta el propésito del
estudio, sino también el tropismo viral, la infectividad, la capacidad de replicacion, el
potencial citopético y el efecto antitumoral del virus oncolitico. Son igualmente Utiles para
pruebas no clinicas 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 infeccién y al ciclo viral, ademéas de la inhabilidad para

controlar la respuesta inmune.

1.1.3.4 Farmacologia-prueba de concepto (POC)

La POC consiste en evaluar los aspectos relacionados con la bioactividad, el potencial
mecanismo de accion y el perfil farmacolégico de los virus oncoliticos, es decir, que su
capacidad para inducir los efectos bioldgicos deseados in vivo sea verificable. Para tal
efecto, los estudios correspondientes deben contribuir a establecer la justificacion cientifica
para la administracion de este tipo de vectores en una poblacién especifica, abordando su
factibilidad biologica para ser usado en el cancer a tratar, lo cual incluye su selectividad
replicativa y su consecuente actividad antitumoral. Adicionalmente, laimportancia de estos
estudios radica en que ayudan a: (1) Definir un intervalo de dosis farmacolégicamente
activas, estableciendo una que sea Optima y otra minimamente efectiva, (2) Definir una
ruta potencialmente adecuada para el suministro de un determinado virus oncolitico, y (3)
Fijar un esquema de dosificacién para las fases iniciales de los respectivos ensayos

clinicos.

1.1.3.5 Biodistribucion

Los estudios de biodistribucion en animales implican analizar la propagacion de los virus
oncoliticos en los 6rganos blanco y en los que no lo son, para lo cual se pueden aplicar
ensayos detectando proteinas virales (Inmunocitoquimica), o sondas que identifiquen
acidos nucleicos virales. También se recomienda emplear un método sensible como el de

la reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR).

1.1.3.6 Consideraciones para la excrecion viral

La excrecion viral se define como la propagacién de virus oncoliticos a través de
secreciones y/o excreciones de los pacientes. De aqui surge como un motivo de

preocupacion el hecho de que un manejo terapéutico inadecuado de estos vectores pueda
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desencadenar transmision de humano a humano que puede ser, por decirlo de alguna
forma, biol6égicamente inoportuna, debido a la generacién de inmunidad contra el virus

oncolitico.

Por esta razon, la evaluacion de la excrecion viral en animales es clave para orientar el
plan de seguimiento clinico de la actividad terapéutica de un virus oncolitico. La
informacion que esté disponible al respecto es una gran ayuda en este sentido, y en
especial, para la vigilancia de una potencial manifestacion notable de efectos secundarios

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

1.1.3.7 Toxicologia y estudios de seguridad terapéutica

El perfil de expresion de transgenes (si estan presentes), y el de biodistribuciéon y
persistencia de los virus oncoliticos, orientan con frecuencia la duracién de los
correspondientes estudios toxicoldgicos y la fijacién de los intervalos de tiempo para el
sacrificio de los animales. Ante esta situacion, que puede ser bastante variable, la
evaluacion toxicolégica 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 dosificacién establecidos a
partir de la correspondiente POC deben guiar el disefio de los respectivos estudios
toxicoldgicos. En vista de que de lo anterior puede depender la toxicidad de los virus
oncoliticos, se debe limitar en la mayor medida posible el escenario clinico pretendido en
el largo plazo, de tal manera que los resultados medidos incluyan los efectos toxicos
agudos y croénicos, al igual que su reversibilidad, toxicidad retrasada, mutagénesis de

insercion y cualquier relacion dosis-respuesta.

Sumado a lo anterior, se debe considerar la posible transmision de la linea germinal de
vectores de terapia genética para controlar el riesgo de integracion inadvertida. Entonces,
las pruebas toxicologicas requeriran reflejar las caracteristicas biolégicas de los virus

oncoliticos, incluyendo su potencial de replicacion, su infectividad en células y tejidos
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normales, y una ocasionalmente indeseable respuesta inmune antiviral y/o contra la
activacion de transgenes.
1.1.3.8 Estudios de buenas practicas de laboratorio (BPL)

Los criterios de valoracion de seguridad son a menudo obtenidos a partir de ensayos
realizados con animales portadores de tumores, de los cuales pueden resultar situaciones
Unicas del cuidado animal. Para algunos estudios que emplean métodos especializados
de prueba puede resultar dificil cumplir plenamente las BPL, haciéndose mas evidente esta

situacion si las leyes regionales exigen su cumplimiento.

1.1.3.9 Estudios clinicos

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 dosificacion animal no proporcionen adecuada informacién de seguridad, una
estrategia usada frecuentemente para establecer la ruta de suministro apropiada ha sido
seguir un enfoque por etapas, comenzando por la inyeccion intratumoral, pasando luego
por la administracién regional o local, para después trascender hacia la inoculacién

sistémica.

Una vez seleccionada una ruta de suministro segura, esta debe ser justificada, al tiempo
gue se debe tener en cuenta el potencial de replicaciéon del virus oncolitico en tejidos que
no son su objetivo. De lo contrario, debe existir un plan de seguimiento clinico que

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

1.1.3.10 Farmacocinética, farmacodinamia y actividad biolégica

Tanto la PCR como los ensayos de infectividad han sido usados para monitorear la
proliferacion de los virus oncoliticos, lo cual se debe realizar con suficiente frecuencia y
duracion para detectar un eventual pico secundario de cantidad de vectores en la sangre
después de la administracién como un potencial indicio de replicacién viral en cualquier
tejido permisivo. Otros enfoques pueden ser usados para vigilar el ciclo viral de este tipo
de particulas, dentro de los que se incluyen los niveles de algin 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 distribucion de los virus oncoliticos en una masa tumoral, resulta ser de gran
utilidad la informacién que se obtiene de la patologia neoplasica en la medida en que sea

posible practicar previamente una reseccion o una biopsia.
1.1.3. 11 Bioseguridad

Es importante que al administrar tratamientos basados en virus oncoliticos se sigan las
precauciones habituales para el manejo de material infeccioso y las pautas de bioseguridad
0 sus equivalentes. También se deben seguir las regulaciones emitidas por las entidades
competentes, los paises, los estados, y las localidades. Generalmente, como parte del
protocolo clinico, todas las autoridades reguladoras establecen la necesidad de usar
algunas formas de barrera protectora durante la duracién de los correspondientes ensayos
clinicos como una medida estandar para evitar la transmision persona a persona.

Para la preparacion de dichos ensayos y de la evaluacion de métodos de deteccidén, los
estudios no clinicos de excrecion viral pueden ser Utiles. Obviamente, es aconsejable
integrar el monitoreo de propagacién de virus oncoliticos al plan de desarrollo clinico, dado
gue las consecuencias de la transmisién a otras personas pueden no ser bien entendidas,
lo que naturalmente obliga a tomar precauciones para minimizar la exposicion 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 exposicion de personas
inmunocomprometidas o inmunosuprimidas, asi como la de otras poblaciones
potencialmente afectables. De manera complementaria, puede ser apropiado instruir al
paciente y a los miembros de la familia sobre cémo podrian ayudar a reducir el riesgo de
transmision persona a persona después del suministro ambulatorio y en la vida diaria, lo

cual puede incluir la asesoria para el uso de medidas especificas de saneamiento.

1.2 Rotavirus

1.2.1 Caracteristicas generales de los rotavirus

El rotavirus pertenece a la familia Reoviridae, el término rotavirus proviene del latin rota
por su apariencia de una rueda de carreta; se caracteriza por presentar simetria

icosaédrica, con un didmetro promedio de 75nm y no posee envoltura lipidica. El genoma
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se encuentra protegido por tres capas proteicas concéntricas en las cuales se encuentran
distribuidas las diferentes proteinas estructurales como se observa en la llustraion 2, asi:
en la capa mas externa se encuentran por las proteinas estructurales VP4 y VP7, que
permiten la clasificacion por serotipos de acuerdo con las especificaciones antigénicas de
estas proteinas, la capa media esta formada por la proteina VP6 y en la capa interna VP1,
VP2 y VP3. Ademas posee seis proteinas no estructurales (NSP1 - NSP6). Cuenta con 60
espiculas extendidas en la superficie de la capa externa. Los capsémeros de la capa
interna se proyectan a la periferia dando la apariencia circular “rueda”. El core tiene una
apariencia hexagonal con unos 37nm de diametro. Los rotavirus infectan las células

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

llustraciéon 2. Estructura morfoldgica del rotavirus.

RNA

Segment Protein

10— — — <— NSP4

44— = — <— NSP5.6
(A)

(E) (F)

llustracion 2. Caracteristicas 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-Microscopia Electrénica
(crio-EM) de una particula de triple capa proteica (TLP). La proteina VP4 en forma de espiga esté coloreada en naranja y la
capa proteica de VP7 en amarillo. (C) Un corte de la TLP permite observar las capas internas: proteina VP6 en azul y VP2
en verde, ademas de las enzimas transcripcionales VP1 y VP3 en rojo e incrustadas en VP2 con un plegamiento de 5 ejes.
(D) Esquema de la organizacién del genoma rotaviral, los segmentos estan representados como espirales conicas invertidas
alrededor de las enzimas transcripcionales. (E y F) Modelo construido a partir de crio-EM de una particula de doble capa
proteica (DLP) en proceso de transcripcion, en el que simultaneamente 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
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El rotavirus posee un genoma segmentado de RNA lineal de doble hebra (dsRNA),
contiene 11 segmentos que codifican 12 proteinas, ver llustracion 3. El tamafio promedio
del total del genoma es de 18.500 pb. Los segmentos gendmicos varian de tamafio con un
rango que va desde 667 a 3.302 nucledtidos. El dsRNA viral contiene estructuras cap 5’
metiladas, pero carecen de poli A, en cambio, el mMRNA de los rotavirus tienen en su

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

virales (71).
llustracién 3. Segmentos gendémicos rotavirales.
Segmento 1 Segmento 8
— V1 Pol f= . NSP2 .
Segmento 5
Segmento 2 . NSp1 . Segmento 9
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llustracion 3. Segmentos gendmicos rotavirales. El segmento genomico 1 codifica para la proteina
rotaviral VP1. El segmento gendmico 2 codifica para la proteina rotaviral VP2. El segmento genémico 3 codifica para la
proteina rotaviral VP3. El segmento genédmico 4 codifica para la proteina rotaviral VP4. El segmento genémico 5 codifica
para la proteina rotaviral NSP1. El segmento gendmico 6 codifica para la proteina rotaviral VP6. El segmento genémico 7
codifica para la proteina rotaviral NSP3. El segmento genémico 8 codifica para la proteina rotaviral NSP2. El segmento
gendmico 9 codifica para la proteina rotaviral VP7. El segmento genémico 10 codifica para la proteina rotaviral NSP4. El
segmento  genémico 11  codifica para la  proteina  rotaviral NSP6. Imagen  modificada  de

http://viralzone.expasy.org/all_by species/107.html jun de2018.

1.2.3 Caracteristicas de las proteinas virales

1.2.3.1 Proteinas estructurales.

a) Proteinas de la nucleocapside. Las proteinas que conforman la nucleocapside son
VP1, VP2 y VP3. Estas proteinas estan implicadas en la replicacién viral (57). VP1 es la
proteina codificada por el segmento 1 y actia como RNA polimerasa dependiente de RNA,
ya que presenta dominios homologos a otras RNA polimerasas de otros virus (71, 73). VP2

esta codificada en el segmento 2 del genoma y es la Unica proteina que tiene sitios de
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unién a &cidos nucleicos (DNA, RNA de cadena sencilla —ssRNA- y RNA de cadena doble
—dsRNA-), aunque preferencialmente se une a dsRNA, pero la unién no es secuencia
especifica. Esta proteina tiene la capacidad de ensamblarse y formar particulas similares
al core (CLPs). VP3 esta codificada en el segmento 3 del genoma y presenta 12 moléculas
por viribn. Se une covalentemente a GTP, lo que ha permitido proponerla como la
guanililtransferasa viral (73). En la llustracion 4, se observa la organizacion de las

proteinas de la nucleocéapside.

llustracion 4. Organizacion de las proteinas estructurales rotavirales.

Proteinas de la capa externa

VP8 VP5 VP7

RdRp VP1,VP3
\_'_l

i Proteinas de la capa interna
VP VP2

T
Proteinas de la capa intermedia

llustracion 4. Esquema de la organizacion de las proteinas estructurales rotavirales. un

corte esquematico de la TLP que permite observar la capa interna conformada por las proteinas transcripcionales VP1y VP3
y por la proteina VP2. La capa intermedia conformada por la proteina VP6 y la capa externa conformada por las proteinas
VP5, VP7 y VP8. Imagen modificada de http://viralzone.expasy.org/all_by species/107.html jun de2018.

b) Proteinas de la capa intermedia. En la llustracion 4, se puede observar la
organizacion de las proteinas de la capa intermedia. Esta capa del virus esta formada por
la proteina més abundante del virion, VP6, codificada en el segmento 6 y presenta 780
moléculas por virion. VP6 forma espontdneamente trimeros y es muy estable; esta
caracteristica y el hecho de que contiene determinantes antigénicos o epitopes
conservados entre diferentes cepas de rotavirus, son la razén de que VP6 sea el blanco
antigénico principal en los ensayos de diagnostico inmunoldgico para los rotavirus. Los
epitopes de VP6 que son conservados entre todas las cepas de rotavirus del grupo A, son
llamados epitopes de grupo. En esta proteina también se han identificado otros epitopes,
llamados epitopes de subgrupo, los cuales han sido utilizados como marcadores

epidemioldgicos para clasificar diferentes cepas dentro del grupo A. Si se remueve VP6 de
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las DLPs se pierde la actividad de transcriptasa, aungue hasta la fecha no se ha reportado

gue esta proteina tenga este tipo de actividad (71).

c) Proteinas de la capa externa. La capa mas externa del virus esta formada por las
proteinas VP4 y VP7, que son las proteinas responsables de los primeros contactos con
la célula hospedera y por lo tanto tienen funciones que determinan la infectividad del virus,
tales como la determinacién del rango de huéspedes susceptibles al virus, la union y la
penetracién del virus a la célula y es por esto que son las principales inductoras de

anticuerpos neutralizantes (71, 73).

VP7 es la segunda proteina mas abundante, presentando 780 moléculas por virion y esta
codificada por el segmento 7, 8 0 9 del genoma, dependiendo de la cepa de rotavirus que
se analice. VP7 tiene 326 aminoacidos, es una N-glicoproteina cuya maduracion depende
de la formacién de puentes disulfuro intramoleculares y de la presencia de iones calcio.
Esta proteina es altamente inmunogénica e induce anticuerpos neutralizantes, que son
serotipo especificos (71). VP4 es otra proteina de la capa externa y es codificada por el
segmento 4 del genoma, tiene 776 aminoacidos y por cada virion hay 120 moléculas de
esta proteina, 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 unién al receptor y la penetracion a la célula como en la
hemaglutinacién, neutralizacion, 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 proteolitico resulta en el rompimiento especifico de VP4
en dos polipéptidos de menor peso molecular: VP8 (extremo amino de 28 kDa, residuos
de amino&cidos 1 al 131) involucrado en procesos de union a &cido sidlico (AS) y VP5
(extremo carboxilo de 60 kDa, residuos de aminoacidos 247 al 776) implicada en las
interacciones con la integrina a2B1 y Hsc7. La ruptura ocurre en las argininas de las
posiciones 241y 247 (71). El corte de VP4 no afecta la union a la célula y ha sido asociado
con la entrada del virus al citoplasma celular por endocitosis via dinamina (75). La

llustracion 4, muestra la organizacion de las proteinas de la capa externa.

1.2.3.2 Proteinas no estructurales.
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Las proteinas 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 proteinas
no forman parte de la estructura del virion. Son sintetizadas en el citoplasma de la célula
durante la infeccién y tienen funciones relacionadas con el control de la sintesis de 9
proteinas celulares y virales, con la replicacion del genoma, con el empaquetamiento de
los genes virales y con la maduracion de la particula viral en el interior de la célula, aunque
aun no se define completamente el papel de cada una de ellas en estas funciones. (71)
NSP1, de naturaleza basica, interactla con los 34 nucleétidos del extremo 5' del mRNA
viral, y con el citoesqueleto, y se ha propuesto que pudiera bloquear la traduccién de una
fraccion de los mRNA virales, conduciéndolos al viroplasma y secuestrandolos para servir
como plantillas para la sintesis de la doble cadena del RNA (76). NSP2, de naturaleza
basica, como multimero se une preferentemente al RNA de cadena sencilla, interactiia con
VP1y NSP5, y tiene una actividad de nucledésido trifosfatasa (NTPasa) a través de la cual
se autofosforila in Vitro e in Vivo. Estas caracteristicas han permitido suponer que NSP2
tiene un papel esencial en la replicacién del RNA, y por medio de su actividad de NTPasa,
podria obtener la energia necesaria para funcionar como un motor molecular, facilitando

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

NSP3, de naturaleza &acida, se une a los mensajeros virales reconociendo especificamente
las cuatro ultimas bases (....GACC3') de la regidon conservada del extremo 3' de los RNAs;
ademas de interactuar con el citoesqueleto de la célula, interactia con el factor celular
elF4GI que es un factor de iniciacién de la traduccion y de esta manera inhibe la traduccién
celular (78). Adicionalmente, confiere estabilidad al mMRNA viral, y participa junto con NSP1
en el proceso de translocacion del MRNA hacia el viroplasma, primer paso necesario para
la morfogénesis del virus. NSP4 es una glicoproteina residente del reticulo endoplasmico,
la cual tiene al menos un dominio transmembranal, el cual permite que el extremo carboxilo
terminal de esta proteina esté orientado hacia el citoplasma. Este dominio citoplasmico, de
132 aminoacidos, funciona como receptor de las particulas con doble capa, interactuando
directamente con VP6. Ademas, NSP4 interactta con la proteina VP4, la cual forma parte
de la capa externa del virus. La interaccion de NSP4 con VP6 y VP4 media la gemacion
de las particulas de doble capa hacia el interior del Reticulo Endoplasmico. Participa en la
morfogénesis del virus y estd implicada como la proteina que induce la proteccién (79).
NSP5 es una fosfoproteina, de naturaleza basica, con actividad quinasa autocatalitica

putativa, presente en células infectadas, esta proteina tiene varias isoformas de alto peso
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molecular: 26, 28 y de 30 a 34 kDa (71).

1.2.4 Clasificacion.

Rotavirus hace parte de la familia Reoviridae y se divide en 7 grupos seroldgicos de la A a
la G ver llustracion 5, donde los grupos rotavirales A, B y C infectan a humanos y los
demas grupos seroldgicos infectan a animales. Han sido clasificados a la fecha 14
serotipos G (glicosilados) con base a la glicoproteina VP7 y 11 serotipos P (susceptible

de separacion por accion de las proteasas) con base a la proteina VP4 (78).

La coinfecciéon 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 podria, teéricamente, producir numerosas combinaciones G-
P, parece haber restricciones significativas para esta recombinacion y sélo 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 mas frecuentemente con el genotipo P[4]. En zonas templadas, los virus
del tipo G1P[8], G3P[8], G2P[4] y G4P[8] constituyen la mayoria de las cepas co-
circulantes. Sin embargo, la relativa prevalencia de algunos serotipos varia geogra-

ficamente y muchas veces de un afio a otro (80).
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llustracién 5. Clasificacion del rotavirus.
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llustracion 5. Adaptacion de la presentacion “Diagndéstico de laboratorio y epidemiologia

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

Salud, Brasil. Presentado durante el Taller Internacional de Vigilancia del Rotavirus. Rio de Janeiro, 12 al 16 de diciembre
de 2005. Organization, P.A.H. Epidemiologic surveillance of diarrheal diseases due to rotavirus: Field guide. Organizacion
Panamericana de la Salud Publicacion Cientificay Técnica No. 623, 12-43 (2007)(81)

1.2.5 Epidemiologia

La diarrea infecciosa aguda (DIA) de origen viral es la causa mas comun de
morbimortalidad en nifios y puede ser causada por rotavirus, calicivirus, astrovirus y
adenovirus. Los rotavirus producen inflamacién del intestino que conlleva a un cuadro de
diarrea, vomito, colico abdominal y en algunos casos fiebre. Segun estadisticas, para la

edad de 5 afios, cada nifio habra tenido por lo menos un episodio de gastroenteritis
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causada por rotavirus, 1 de cada 65 sera hospitalizado y aproximadamente de cada 293

infectados uno morira (82).

Los mecanismos exactos de transmision no son totalmente claros, pero la literatura reporta
gue el modo primario de infeccion podria ser directo oro-fecal, seguido de la propagacién
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 dias en superficies sélidas, permaneciendo estable e infeccioso en heces humanas
hasta por una semana. Las personas con rotavirus excretan grandes cantidades de
particulas virales antes de que se den episodios de sintomatologia de la enfermedad,
durante todo el curso de la diarrea y hasta una semana después de que los sintomas
terminan, y adn 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 guarderias en donde en
éstas Ultimas se da el contacto directo y mediante alimentos o juguetes contaminados (82,
83).

El periodo de incubacion viral es de 2 dias, luego se presenta vémito y diarrea (en un
periodo que abarca de 3 a 8 dias), que lleva a una deshidratacién isoténica, asi como fiebre
y dolores abdominales que ocurren frecuentemente hasta causar deshidratacién 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 mas prevalente

en los meses mas frios y secos (84).

En Colombia, la diarrea es una de las 5 primeras causas de consulta y hospitalizacién en
nifilos menores de cinco afios. Al igual que en otros paises, el rotavirus es uno de los
principales agentes etioldgicos; sin embargo, siendo Colombia un pais en transicion
epidemioldgica, el impacto de la infeccibn 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 pais, sin que influya

la altura sobre el nivel del mar, humedad, precipitacién o temperatura de las ciudades,
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afectando a la poblacion infantil independientemente del estado socioecondémico de la
familia. Los serotipos G1, G2 y G3 y los genotipos P[4] y P[8], ocasionaron més del 60%
de las infecciones (85).

1.2.6 Interaccién virus-célula: adsorciéon y penetracion

La entrada de rotavirus a la célula parece ser un proceso de multiples etapas durante el
cual se producen al menos tres contactos entre el virus y los receptores celulares. (86) Se
han propuesto varias proteinas celulares como receptores de las diferentes cepas de
rotavirus (ver Tabla 4). In vivo, los rotavirus tienen un tropismo celular especifico,
infectando principalmente enterocitos maduros de la vellosidad del intestino delgado,
sugiriendo que estas células contienen receptores especificos para la uniéon o entrada del
virus. Sin embargo, reportes recientes sugieren que la replicacion extra intestinal del virus
ocurre durante la infeccion (87), indicando un rango mas amplio de tejidos del huésped a
los que previamente se pensaba. In vitro, los rotavirus se unen a una amplia variedad de
lineas celulares, aunque solo una subpoblaciéon de éstas es eficientemente infectada
(incluyendo células de origen renal como las MA104 o intestinal como las Caco2), aunque
al introducirlo por lipofeccion, en lineas celulares no susceptibles, el virus se replica de
manera similar a como lo hace en las permisivas, sugiriendo que son los receptores los

gue determinan la susceptibilidad o no (71).

Recientes estudios han demostrado que mientras la infeccidén sistémica no se da,
raramente ocurre viremia e infeccion extra intestinal por rotavirus, tanto en humanos como
en animales (88). La inyeccién intraperitoneal de rotavirus de mono rhesus (RRV) en
ratones recién nacidos resulta en atresia biliar, una condicién influenciada por la respuesta
tipo interferon del hospedero. Se ha estudiado la inoculacién oral en ratones lactantes de
5 dias de edad deficientes en la respuesta a interferon encontrando una replicacion
sistémica de RRV, sin embargo no ocurre lo mismo con el rotavirus murino ECWt,
sugiriendo que se requiere de interferon sistémico para inhibir la replicacion 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 union del virus a la
célula puede ser un proceso de varios pasos, en los que el virus se une a mas de una
molécula celular. Estos receptores multiples pueden actuar en conjunto para modular o

complementar sus funciones, pero también pueden ser pasos secuenciales en los que la



24 Caracterizacion del potencial oncolitico del aislamiento rotaviral Wt1-5 en cultivos primarios de leucemia
linfoblastica aguda de precursores B

unién del virus a un primer receptor puede inducir cambios conformacionales que le
permiten unirse al siguiente receptor (87). La unién de algunos rotavirus de origen animal
con su célula hospedera se lleva a cabo a través de la interaccién del virus con acido sialico
(AS) que esté 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-incubacion del virus
con la glicoforina (glicoproteina con alto contenido de residuos de AS), reduce la union del
virus a la célula en forma significativa, con la consecuente reduccion en la infectividad viral
(90).

Se ha reportado que VP4 contiene secuencias motivo que interactian con las integrinas
a2B1 y a4p1, mientras que VP7 contiene sitios de unioén para las integrinas oxp2 y a4p1.
Se ha demostrado que anticuerpos para estas integrinas, asi como los péptidos que
contienen motivos de unién, bloquean la infectividad de rotavirus resistentes y sensibles a
neuraminidasa (NA), sugiriendo la posibilidad de que estas integrinas actlien como
receptores del virus (25, 91). La integrina avp3 también juega un papel en la unién y
entrada de rotavirus dentro de las células, aunque la secuencia motivo de unién RGD esté
ausente de las proteinas de la capa externa del virus. Las integrinas probablemente no son
los receptores primarios de los rotavirus ni son normalmente internalizadas, pero dicha
interaccion puede ser requerida para eventos de sefializacion necesarios para iniciar la
infeccién 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 proteina de choque térmico constitutiva Hsc70 ha sido también
implicada como un receptor post — unién para cepas de rotavirus tanto resistentes como
sensibles a NA (87). Un trabajo reciente en nuestro laboratorio indica que la proteina PDI
se encuentra en la membrana de las células MA104 (31) y otro trabajo también indica que
esta en la membrana del enterocito de ratén (92) los dos trabajos indican que PDI esta

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

Molécula Proteina viral ‘ Etapa Referencia
SA/gangliosido VP8 Unién (93, 94)

a2p1 VP5 Unién y post-unién (24, 25)

a4p1 VP5 Post-unién (26, 95)

a4B7 VP7 Post-union (96)

aXp2 VP7 Post-unién (97, 98)

aVp3 VP7 Post-unién (98, 99)

PDI VP6, VP7 Post-unién (92, 100)
Hsc70 VP5, VP6 Post-unién (28, 29, 92, 99)

1.2.7 Ciclo de infeccidn

El ciclo de infeccion de rotavirus se inicia cuando éste se une a un receptor de la superficie
celular, y la replicacion se lleva a cabo en el citoplasma de la célula a infectar. La particula
viral es infecciosa cuando estd como TLP, y posee a VP4 y VP7, las proteinas presentes
en la capa mas externa las que le permiten unirse y penetrar la célula. Durante la infeccion,
todas las proteinas virales se acumulan en el viroplasma, a excepciéon de las dos
glicoproteinas VP7 y NSP4, que se localizan en el reticulo endoplasmico (RE), y las
proteinas no estructurales NSP1 y NSP3, que se distribuyen en el citoplasma celular en
asociacion con el citoesqueleto. Se inicia la produccion y la salida de mRNA en las
particulas de doble capa (DLPs), que aunque no son particulas infecciosas si son
transcripcionalmente activas y se presentan cuando la capa mas 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 traduccion de 6 proteinas estructurales virales y 5 no estructurales, y la
segunda como moldes para la sintesis de los RNAs negativos formando asi el RNA
gendémico. Se ha propuesto que mediante las uniones simultaneas del extremo 3’ de los
MRNA virales y del factor elF4G1, NSP3 favorece la sintesis de las proteinas virales e
interfiere con la traduccién de los mMRNA celulares a medida que progresa la sintesis de
las proteinas virales, se disminuye la sintesis de las proteinas celulares, la cual finalmente

se abate casi en su totalidad (87). La seleccion, el empaquetamiento, y la replicacion de
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los segmentos del genoma, asi como parte de la morfogénesis del viridn, se llevan a cabo
en estructuras electrodensas citoplasmaticas, denominadas viroplasmas, que estan
compuestos, entre otras cosas, de RNA y de proteinas 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 gemacion los virus son envueltos por una
membrana lipidica transitoria que se pierde conforme las particulas migran dentro del RE
y ésta es reemplazada por la capa de proteinas (VP7 y VP4) a través de un mecanismo
que se desconoce aun. Recientes evidencias sugieren que VP4 se integra al virién fuera
del RE en un evento reticular post — endoplasmatico asociado a microdominios rafts para
formacion de los viriones maduros y liberacion 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 farmacos: aunque las vacunas actuales contra el rotavirus han
demostrado una buena tolerancia y una significativa eficacia, resulta util desarrollar
estrategias alternas o complementarias destinadas a prevenir o tratar los procesos
infecciosos generados por el rotavirus, puesto que la vacuna solo atenda los sintomas 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 Biologia
molecular de Virus de la Universidad Nacional de Colombia han mostrado una disminucion
de la infectividad de los rotavirus RRV, Wa, Wi 0 M69 ante el tratamiento con reactivos que
inhiben la actividad tiol / disulfuro en células MA104 y en células Caco-2 tales como N-

acetil cisteina (NAC), pioglitazona y &cido ascérbico (vitamina C) (31, 101).

1.2.8.2 Susceptibilidad a los desinfectantes: El rotavirus humano, ya sea en suspension
o0 presente en superficies inanimadas, es susceptible al glutaraldehido (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 acidos (HCI), algunas bases (metasilicato de sodio), y combinaciones de
compuestos fenodlicos con tenso activos anionicos fuertes (102, 103). Se requieren tiempos
de exposicién mas largos para la desinfeccion de superficies contaminadas con respecto

a soluciones contaminadas con rotavirus en suspension (104).
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1.2.8.3 Inactivacién fisica: El rotavirus humano es susceptible a &cidos 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 ° C) y puede seguir siendo infeccioso en objetos inanimados

hasta por 60 dias, 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 infeccién 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: Ingestién de heces o muestras de heces y otros materiales
contaminados. Exposicion de las membranas mucosas a gotitas contaminadas. La

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

1.2.10 Control de exposicién / protecciéon personal

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

1.2.10.2 Requisitos de contencidn: Instalaciones con nivel de contencién 2, equipos y
practicas operativas para el trabajo con materiales, animales o cultivos infecciosos o

potencialmente infecciosos (111).

1.2.10.3 Ropa de proteccién: Bata de laboratorio. Guantes para evitar el contacto directo
de la piel con materiales o animales infectados. Se debe utilizar proteccién para los ojos

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

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

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

debe ser estrictamente limitado (110).

1.3 Proteinas de choque térmico

1.3.1 Generalidades de las HSPs

Las proteinas de choque térmico (HSPs) también conocidas como proteinas de estrés
descubiertas en 1962 (112), son una gran familia de proteinas altamente conservadas a lo
largo de la evolucion y son expresados por procariotas y eucariotas. Las HSPs controlan
la biogénesis de las proteinas permitiendo el correcto plegamiento de los polipéptidos
recién formados, oligomerizando el ensamblaje de estas, y translocando intracelularmente
a las proteinas que se estan formando y son cruciales en mantener la homeostasis
celular(113). Las proteinas de choque térmico también previenen la agregacion
inapropiada inducida por el estrés, facilitando la reparacion de las proteinas
desnaturalizadas o promoviendo su degradacion. 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 asi: Hsp15-30, Hsp40,
Hsp60, Hsp70, Hsp90 and Hspl00 (ver Tabla 5), cada una de las familias de las HSPs
estd compuesta por varias moléculas, todas tienen una estructura primaria similar y la
habilidad de desempefiar funciones analogas en diferentes compartimentos
subcelulares(115). Las HSPs son llamadas asi porque su expresion es inducida por el
choque térmico (112), sin embargo hay una serie de factores ambientales y metabdlicos
gue son capaces de inducir un aumento en su expresion e incluyen la hipoxia, dafio
oxidativo, deprivacibn de glucosa, exposicion a metales pesados 0 agentes
antitumorales(114). Esta respuesta incluye incrementar las sintesis de HSPs, lo que se ha
detectado en muchas condiciones fisiopatolégicas como dafio y reparacion tisular,

hipertrofia, fiebre, inflamacién, infeccién viral o bacteriana (113).
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1.3.2 Familias de las HSPs

1.3.2.1 Familia de las HSPs pequefias

Presentan un peso molecular entre 15 y 30 KDa, son ubicuas y altamente conservadas.
Se conocen tres isoformas, aunque su funcién ha sido poco caracterizada, se conoce que
se sobre expresan bajo condiciones de choque térmico y contribuyen a mantener la
viabilidad celular, manteniendo la conformacion nativa de las proteinas citosélicas de

manera independiente de ATP (116).

Hsp22: también conocida como a- B cristalina o HspB-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
(HspB-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), esta presente
en fibras musculares estriadas con alta capacidad oxidativa, como el corazén, musculo
esquelético y se localiza en las bandas Z. Sin embargo, su localizacion parece depender
de las condiciones fisiolégicas, por ejemplo el calor o la isquemia disparan su translocacién
al nicleo, su agregacion y la interaccion especifica con las bandas Z del sarcomero (120).
La expresion de los genes que codifican para esta proteina esta relacionadas con la

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

Hsp27: es producida por el gen HSPBAP1l del cromosoma 3 y fue originalmente
denominada Hsp-1 o proteina de respuesta a estrés srp-27 (122). Se expresa en 6rganos
sensibles a estrégenos como el Gtero, la vagina y piel, con cambios significativos en su
localizacion y cuantificacion, durante las diferentes fases del ciclo menstrual (123). Se
encuentra en el cordén umbilical y en menor nivel en la placenta, sugiriendo circulacion
materno fetal (124). Participan en termotolerancia, proliferacion celular, resistencia a
drogas, polimerizacién de actina y como chaperona (125, 126). Estaria involucrada en el
transporte del receptor estrogénico desde el citoplasma al ndcleo 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 agregacion de las proteinas;
actlian junto con la Hsp70, actividad que es regulada por la hidrolisis del ATP en su sitio
activo. Pueden actuar como chaperona por si solas y se encuentran localizadas
principalmente en el reticulo endoplasmico. Esta familia se clasifica en 3 subfamilias de A-
C otipo I, Il 'y lll. La subfamilia A esta constituida por las proteinas con los cuatro dominios
antes mencionados, tiene actividad chaperona auténoma y puede interactuar o no junto
con Hsp70. La subfamilia B contiene proteinas que carecen del dominio rico en Cisteinas
y la subfamilia C tiene s6lo el dominio J que no se sitla necesariamente en el extremo N-
terminal; estas dos dUltimas 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 citoplasmatica de algunas células.
Son responsables del trasporte y plegamiento de proteinas desde el citoplasma hacia la
matriz mitocondrial (132).

1.3.2.4 Familia HSP70

Esta codificada por 13 genes localizados en los cromosomas 1, 5, 6, 9, 14y 21 (133, 134)
y son abundantes en células eucariotas, donde actian como chaperonas. En cooperacion
con otras chaperonas (Hsp40, Hsp90 y Hsp110), se unen a los segmentos hidrofébicos de
los polipéptidos en formacién durante la traduccion y translocacion de los mismos hacia
los diferentes compartimentos subcelulares. Se encuentran localizadas en el citoplasma
asi como dentro de algunos organelos. Participan en la eliminacion de las proteinas
dafadas o defectuosas mediante la interaccion con la proteina de interaccién con el

extremo C-terminal de Hsp70 (Proteina CHIP) que es una E3 ubiquitin ligasa (135).
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1.3.2.5 Familia HSP90

Estan codificadas por 17 genes agrupados en 4 clases (HSP90AA, HSP90AB, HSP90B y
TRAP, localizados en los cromosomas 1, 3, 4, 6, 11, 12, 13, 15y 16 (136). Se encuentra
en el citoplasma, en la superficie celular e incluso es excretada extracelularmente vy
constituye una de las proteinas mas abundantes de la célula (137, 138). Se han encontrado
mas de 100 proteinas que son reguladas por la Hsp90 dentro de las que se incluyen
proteinas Akt, Neu/Her-2 (ErbB2), HIF-1a, Ber-ABI, Raf-1 y p53 mutado (139). Muchas de
estas proteinas son importantes mediadores de la transduccion de sefiales y control del
ciclo celular, por ende la Hsp90 ha sido involucrada como una de las principales HSPs en
el desarrollo y progresion tumoral.

1.3.3 Relacion de HSPs y cancer

Un gran nimero de evidencias muestra que las HSPs pueden estar involucradas en un
importante nimero de procesos cruciales en el desarrollo tumoral como por ejemplo en la
regulacion de la progresion del ciclo celular (140), control de las vias apoptoticas (141) y
en la vigilancia inmune contra el cancer (142, 143). La sobreexpresion de HSPs se ha
observado en neoplasias de roedores, caninos y humanos, indicando que las HSPs tienen
un rol en la carcinogénesis y metéstasis (144). En la actualidad, se han desarrollado
estudios de protedémica en varios tipos de células tumorales de origen primario o
Metastasico, incluyendo SH-SY5Y (neuroblastoma), A549 (adenocarcinoma pulmonar), el
adenocarcinoma de colon LoVo, la leucemia linfoblastica aguda de células B, Sup-B15 y
en las células de tumor de ovario. Se han identificado en la membrana citoplasmatica
CD87, el receptor de activina tipo 11B, CD98 y proteinas chaperonas incluyendo Grp78,
GRP75, HSP70, HSP60, HSP54, HSP27, y la proteina disulfuro isomerasa (PDI) (145).

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

Localizacion
Familia Nombre Funcion Co-chaperona Referencia
celular
p20 Citoplasma Vaso relajacion
. Hsp220 aB- ) ) Estabilizacion del
Pequenas o Citoplasma/Nucleo ) )
cristalina citoesqueleto Ninguna (146)
HSPs
Hsp27 ) ) Dinamica de la
Citoplasma/Nucleo )
(humana) Actina
Hsp40 Hsp40 Citoplasma Chaperona Ninguna (130)
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) Control de sintesis
Hsp47 Ret. Endoplasmico
del colageno
Hsp58 Mitocondrias Chaperona Hspl0
Hsp60 i i (147, 148)
Hsp60 Mitocondrias Chaperona
Hsc70 (73) Citoplasma Chaperona
- — Hsp40, GrpE, BAG,
Hsc70 (72) Citoplasma/Nucleo Chaperona ]
Hsp70 _ _ HSPBP1, Hip, Hop, (132, 149)
Hsp75 Mitocondria Chaperona A
Grp78 Ret. Endoplasmico Chaperona
Citoplasma Unién a receptores
Hsp90a (86) )
de esteroides
_ p23, Hop, FKBP51, (132, 149-
Hsp90 ) Union a receptores
Hsp90p (84) Citoplasma ) FKBP52, Cyp40, cdc37 151)
de esteroides
Grp94 Ret. Endoplasmico Chaperona
) Chaperona
Hsp105 Citoplasma )
citoprotectora
Hsp110 Ninguna (152)
5 . Chaperona
Hs0110 Nucléolo/citoplasma .
Citoprotectora

Los nimeros entre paréntesis corresponden a otras denominaciones de las mismas proteinas. Grp: proteinas relacionadas

con glucosa, inducidas por anoxia y deprivacion de glucosa.

Numerosas neoplasias humanas presentan sobreexpresion de HSPs, este hallazgo estaria
relacionado con la proliferacion de las células tumorales, el establecimiento de metéstasis
y en algunos casos con resistencia a drogas quimioterapéuticas (144). Las células
tumorales, al migrar a los ganglios linfaticos encuentran un microambiente hostil, por lo
tanto sobre expresan estas proteinas citoprotectoras que favorecen su sobrevida y su
posterior diseminacion a todo el organismo (153). Algunos autores encuentran correlaciéon
entre sobreexpresion de HSPs con el desarrollo de células neoplasicas, por ejemplo se
han relacionado los niveles de Hspl10, 27, 40, 60, 70, 90 y 110 que son mas altos en
pacientes con tumor y metastasis en relacién con poblacion normal. Se involucra también
a Hsp70 y 90 pues evitan la senescencia celular, de esta manera las HSPs pueden ser
usadas como marcadores diagndsticos y pronoésticos (154-157). Sin embargo, estudiando
individualmente los distintos tipos de neoplasias, la relacion no es tan directa y los

resultados son contradictorios.

En la literatura se encuentra reportada la interaccion de las proteinas rotavirales VP5 y
VP6 con la Hsc70, entre ellas se reporta que la formaciéon del complejo entre Hsp90 vy

Hsp70 de membrana citoplasmatica participa en la entrada del virus del dengue como un
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receptor en lineas celulares y en monocito/macréfagos humanos (158). Hsp70 interactia
con la ribonucleoproteina (RNP) del virus de la influenza regulando la transcripcion y
replicacion, durante la infecciébn Hsp70 se trasloca del citoplasma al nacleo (159). La
proteina no estructural 5A (NS5A) del virus de la hepatitis C humana (HCV) co-
inmunoprecipita con las proteinas Hsp40 y Hsp70 y asi mismo colocalizan en ensayos de
microscopia confocal, adicionalmente al tansfectar las células con un siRNA para Hsp70 y
Hsp40 se reduce la infeccidn (160). La Hsp90 en un proceso dindmico que depende de la
hidrolisis del ATP, facilita la interaccion entre la retrotanscriptasa (RT) y la proteina épsilon
del virus de la hepatitis B humana (161). La proteina nef del virus de la inmunodeficiencia
humana tipol (HIV-1) interactia con la Hsp40 facilitado la expresion de genes virales a

través de la induccién de la ciclina dependiente de quinasas 9 (Cdk9) (162).
1.4 Integrina B3

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,
gue van desde las esponjas hasta los mamiferos. Las integrinas estan compuestas por dos
subunidades, una a y una B y cada combinacién tiene sus propias caracteristicas y
propiedades de union y sefializacion. La mayoria de las integrinas reconocen y se unen a
varias proteinas de la matriz extracelular. Por el contrario, proteinas de la matriz
extracelular tales como fibronectina, laminina, colageno y vitronectina, se unen a varias
integrinas (163). Las integrinas median la interaccion entre moléculas de adhesion entre
células adyacentes y/o a la matriz extracelular (164). La integrina aVp3 forma parte de dos
heterodimeros y estd4 implicada en una amplia variedad de funciones fisiologicas y
patoldgicas importantes incluidas la migracion celular, diferenciacion celular y apoptosis,
estas actividades pueden regular la metéstasis y potencialmente la invasividad de células
tumorales (165). Se ha involucrado a las integrinas en el desarrollo de procesos
neoplasicos 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 sefiales generadas por la matriz; cuando esta regulacién se

pierde, se pueden generar estimulos de proliferacion celular y perdida en la diferenciaciéon
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inducida por ellas, justamente este requisito de anclaje se pierde en las células
neoplasicas(166). Se ha demostrado que algunos virus usan la proteina aV3, por ejemplo,
la glicoproteina H (gH) del virus del herpes simple tipo 1 (HSV-1) que es una de las
glicoproteinas que son esenciales para el ingreso del virus a la célula contiene los motivos
RGD (Arg-Gly-Asp) e interactua con la integrina aVB3 en células Vero y CHO (167). La
integrina aVB3 y aVB5 se unen a la proteina 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 aVB3 y al emplear
extractos solubles de proteinas provenientes de células A549, el virus co-inmunoprecipita
con la integrina aVB3, asi mismo al emplear anticuerpos monoclonales contra la integrina
aVB3 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 infeccion por el virus
y fueron transfectadas con la integrina aV33 permitiendo la infeccién por parte del HPEV-
1 (169).

1.4.2 Estructura de las integrinas

Las integrinas son heterodimeros obligados que contienen dos tipos de cadenas distintas,
la subunidad a (alfa) y la subunidad B (beta), que se unen de forma no covalente. Las
cadenas a contienen aproximadamente entre 1.000 y 1.200 residuos, en cambio las
cadenas B tienen entre 760 y 790 residuos. En los mamiferos, se han caracterizado 18
subunidades alfa y 8 subunidades beta, mientras que el genoma de Drosophila codifica
Unicamente 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 plasmatica y tienen pequefios dominios citoplasmicos. Ademas, 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 Unicas (170). La llustracién 6. muestra

la estructura fundamental de las integrinas.

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

general, tienen dominios citoplasmicos muy cortos, de unos 40-70 aminoacidos. Fuera de
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la membrana plasmética de la célula, las cadenas alfa y beta se sitian bastante cerca entre
si, a una distancia de unos 23 nm. El extremo N-terminal de cada cadena forma una region

de unién a ligando.

La masa molecular de las integrinas puede variar de 90 a 160 kDa. Las subunidades 3
tienen secuencias repetidas ricas en cisteinas. Tanto la subunidad a como la B pueden
unir diversos cationes divalentes. El papel de la subunidad a es desconocido, pero podria
estar implicada en la estabilizacién del plegamiento de las proteinas. La subunidad 3 es
mas interesante, ya que esta directamente involucrada en la coordinacién algunos ligandos

gue se unen a la integrina.

llustracion 6. Estructura general de las Integrinas.
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llustracion 6. Estructura general de las Integrinas. En gris las cadenas alfa y beta. La flecha Naranja
indica el motivo de unién 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 av33». Science 294 (5541): pp.339-345.(170)

1.4.3 avB3 integrina y cancer

Numerosos estudios han demostrado que la aV3 integrina es un receptor que afecta el
crecimiento del tumor, la invasion local y el potencial metastasico (166). Esta glicoproteina
dimerica transmembrana media la adhesion y migracion de células tumorales a través una
variedad de proteinas de la matriz extracelular, al igual que otras integrinas la aV33
reconoce la secuencia tripeptidica RGD (Arginina-Glicina-Acido aspartico). Ademas, la

aVB3 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 expresion de la aVp3
integrina es débil en células endoteliales no activadas y en la mayoria de los sistemas
organicos normales, por lo tanto, la inhibicion de la aVB3 integrina es actualmente evaluada
como una nueva estrategia especifica para la terapia antitumoral (172). La afinidad de las
integrinas a diferentes ligandos es criticamente determinada por la conformacién de este
motivo de unién comun, entonces el disefio de péptidos con motivos RGD con la
conformacion correspondiente permite el sefialamiento selectivo de integrinas especificas.
La inhibicién de la funcion de la aVB3 integrina por antagonistas peptidicos y no peptidicos
inhibe el crecimiento tumoral en estudios con modelos animales (173, 174). La futura
evolucién de terapias dirigidas contra la aVB3 integrina puede brindar una herramienta

para lucha contra el cancer.

1.5 Proteina 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 proteinas y chaperonas que inhiben la agregacion (175). Sin embargo,
cuando el proceso de plegado no funciona correctamente, puede ser catastréfico para la
célula. El mal plegamiento de una proteina, obviamente, puede conducir a una pérdida de
su funcién, pero las proteinas mal plegadas que se acumulan en grandes agregados
insolubles también pueden interferir con la funcién celular. La célula cuenta con
mecanismos de proteccion contra el mal plegamiento de proteinas que incluyen las
chaperonas y los catalizadores de plegamiento para inhibir la agregacion y estimular
plegamiento junto con los sistemas de degradacion de proteinas, a este sistema

pertenecen las PDIs (176).

Las proteinas disulfuro isomerasas (PDIs) constituyen una familia de proteinas
estructuralmente relacionadas, involucradas en el correcto plegamiento de nuevas
proteinas sintetizadas en el ribosoma, catalizando la formacién y remodelacion de los
puentes disulfuro en el reticulo endoplasmico rugoso (RER), asegurando asi la correcta
formacion de puentes disulfuro (177). Las PDIs actian como chaperonas y por ello hacen

parte del sistema de control del correcto plegamiento de las proteinas en el RER.También
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las proteinas secretadas y las de la superficie celular son a menudo estabilizadas por
enlaces disulfuro (176).

La informacion especifica para el apareamiento de los enlaces disulfuro, se encuentra en
residuos de cisteinas, que estan vinculados en el plegamiento y en la formacion de la
estructura terciaria. Durante el proceso inicial de plegamiento, la formacién de puentes
disulfuro es propensa a errores, debido a las cisteinas mal conectadas (177). La célula
eucariota resuelve este problema con un ambiente redox especializado en el reticulo
endoplasmico (ER), alli la célula esta equipada con catalizadores de la formacion de
puentes disulfuro y la isomerizacion (175). La proteina disulfuro isomerasa (PDI) es un
catalizador esencial de este plegamiento y puede catalizar la oxidacién, reduccion e

isomerizacion de grupos tiol/disulfuro (177).

1.5.2 Estructuradela PDI. (EC 5.3.4.1)

La familia de las PDIs esta constituida por 19 miembros cuya caracteristica comin es
contener una secuencia sefial 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
mas 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 estan separados por dos dominios no cataliticos b y b’ (ver llustraciéon 7). Los
dominios cataliticos contienen un sitio activo motivo CXXX, los aminoacidos que se
encuentran entre residuos cisteina tienen el mayor rol determinante en el potencial redox
de la enzima y la funcién tiosulfuroreductasa, oxidasa o isomerasa. Las proteinas de la
familia PDI se caracterizan por que tienen una estructura multi dominio. Para la proteina
PDI (EC 5.3.4.1) el tamafio del polipéptido maduro en mamiferos es de 490 aminoacidos,
gue incluye un NH2-terminal con una secuencia sefial del RE y un COOH-terminal con una
secuencia sefial KDEL de permanencia en el lumen del RE. Esta abundante proteina de
55 kDa, cataliza la formacién de puentes disulfuro dentro de las proteinas (oxidasa) y
cataliza la reorganizacion de disulfuros incorrectamente realizados (actividad isomerasa)
(178).
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llustracion 7. Estructura de PDI.

Domain a b b’ Linker x a’ c
7 117 119 220 221 332 348 462 463 491
PDI human IEF LEG DKQ GAG
PDI yeast GEl LKG DSS GHF
/ Active site 1 Active site 2

YAPW  GH_KALA YAPWCGH_KALA
FAPWCGHCKALA YAPWC.GHCKALA

llustracion 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 cédigo 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 cédigo SwissProt P07237). Los limites 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) estan alineados
para PDI humana (arriba) y levadura (abajo). Los dominios a (naranja) y a’ (amarillo) son homélogos a TRX y contienen el
motivo catalitico CxxC (verde). Los dominios b (azul oscuro) y b’ (azul claro) también adoptan un plegamiento TRX, pero no
comparten gran similitud de secuencia entre si o con los dominios a o a'. La regién 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 sélo un residuo. El extremo C-terminal
(rojo) contiene una sefial de retencion (K/H) DEL para el reticulo endoplasmico (RE). b) Diagrama de cintas basado en la
estructura cristalina de la PDI de que muestra las cisteinas 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 nacleo 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 concentracion y en periodos de
minutos (la concentracion de PDI en el RE es aproximadamente de 0.2 mM). La PDI se
desprende facilmente 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 pancreéticas,
linfocitos, plaquetas y células cancerosas (181) (182-184).

No se esperaria encontrar a la PDI en la membrana celular ya que es soluble, por ello se
ha sugerido que luego de la secrecién, PDI se enlaza por interacciones electrostaticas y/o
interaccidn con otras proteinas localizadas en membrana (182). La funcién asignada a esta
localizacién 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 citoplasmatica, también en procesos que incluyen adhesion celular,
maduracién de plaquetas, transporte de 6xido nitrico, modulaciéon de la actividad de la
trombospondina e interaccién con el ectodominio del receptor de la tirotropina humana
(185, 186). La PDI de la superficie celular ha sido implicada en la reduccion de los enlaces
del heterodimero de la toxina diftérica y en el ingreso del virus de la inmunodeficiencia
humana (HIV) a las células linfoides, facilitando la reduccién de enlaces disulfuro de la
proteina gpl120 (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 citoplasmatica, sugiriendo arreglos en
las proteinas virales necesarios para el desensamblaje del virién (190). También el virus
de la enfermedad de Newcastle (NDV) requiere el intercambio tio-disulfuro sobre la

proteina de fusién como parte de los arreglos conformacionales para su activacion (191).

La proteina PDI ha sido involucrada en el proceso de ensamblaje del rotavirus debido a su
funcién chaperona y redox. Se ha encontrado que la proteina viral VP7 interactia 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 proteinas rotavirales contienen
proteinas con residuos de cisteina 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 PDIy cancer

Es bien conocido que existe una activacion de la respuesta celular al estrés mediada por
el reticulo endoplasmico (RE) en células tumorales para sobrevivir fuera del ambiente
normal. Muchas proteinas que protegen a la célula contra el estrés del RE son activadas
por PDI y muchos estudios tiene la hipétesis 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 inhibicion 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 neoplasicos (195). PDI es una chaperona
gue juega un rol importante en el balance oxido reductor de la célula y también regula la
adhesion 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 migracién in vitro, también se encontré que PDI
se expresa en gliomas que migran, identificando un rol importante de PDI en la capacidad

invasiva tumoral (184).

La identificacion de antigenos tumorales que contribuyan a la transformacién celular y que
estén vinculados con la respuesta inmune contra el tumor es un importante parametro para
el desarrollo de la inmunoterapia. Se ha estudiado la implicacién de PDI en células
carcinoma renal murino encontrando un incremento en la expresion y en la actividad de
ERp5 (miembro de la familia de las PDI) en la membrana citoplasmatica, utilizando
anticuerpos monoclonales dirigidos contra la misma proteina se disminuye la capacidad
invasiva de estas células, también se han encontrado altos titulos 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 inmunolégico de PDI y abren la posibilidad de que esta

proteina sirva como un blanco terapéutico para anticuerpos monoclonales.
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1.6 Leucemia linfoblastica aguda

1.6.1 Generalidades

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) comprende un grupo de neoplasias malignas que
afectan a los precursores (blastos) de los linfocitos en la médula ésea, 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 estan detenidos en una etapa precoz
del desarrollo, esta detencion es causada por la expresiébn anormal de genes,
generalmente como resultado de translocaciones cromosomicas (198). Los linfoblastos
reemplazan los elementos hematopoyéticos, provocando una disminucién marcada de
células sanguineas normales, provocando anemia, trombocitopenia y neutropenia, en
grados variables. Los linfoblastos también proliferan en 6rganos diferentes a la médula
Osea, particularmente el bazo, el higado y los ganglios linfaticos, 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 mayoria
son neoplasias de células progenitoras de precursores B aunque ocasionalmente se

encuentran LLA de células precursoras T (200).

1.6.2 Epidemiologia

La leucemia linfoblastica aguda es la forma mas frecuente de neoplasia en nifios y jévenes,
representando el 32% de las neoplasias en menores de 15 afios y 26% en menores de 20
afios (201). El pico de incidencia ocurre entre los 2-5 afios de edad y es mas comun en
varones blancos, situacion que se ha incrementado en las Ultimas 2 décadas (202). El
riesgo de leucemia es mas alto en paises industrializados como se observa en EEUU,
Italia, Australia, Suiza y Japon, y méas bajo en Africa y Asia (203). La leucemia representa
cerca de la tercera parte de las neoplasias en nifios y corresponde hasta el 80% a leucemia
linfoblastica B, 17% a leucemia mieloide aguda, y el porcentaje restante a leucemias

agudas y cronicas poco frecuentes (204).

Aproximadamente 75% de las LLA de precursores B se presenta en nifios menores de 6

afos, sin predominio de ningun género. Por el contrario, las LLA de precursores T se
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presentan con mayor frecuencia en adolescentes y nifios mayores, con predominio de
género masculino (199). En relacién con la raza, la LLA es mas frecuente en poblacién
blanca que negra con razén 10:6, y en los EEUU se observa con mayor frecuencia entre
los latinos (203). ElI numero de pacientes en Colombia con diagndstico de LLA podria ser
alrededor de 450 casos nuevos por afio, extrapolando esta cifra de acuerdo a la poblacién
infantil colombiana menor de 16 afos. En Colombia actualmente se considera a la LLA
como una enfermedad de interés en salud publica, objeto de intervenciones como la
vigilancia intensificada por parte del sistema general de seguridad social, con el propdsito
de disminuir la mortalidad y mejorar la oportunidad en el diagnéstico y atencion integral de
los nifios con esta patologia (205). La leucemia linfoblastica de linaje B presenta tasas de
curacion de alrededor del 80%, en paises desarrollados,sin embrago, en paises en
desarrollo, las tasas de curacion estan 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 incrementd 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 etiologia de las leucemias linfoblasticas es aun poco conocida, pero se ha postulado
gue se debe a una mezcla de condiciones entre las que se encuentran la regulacion 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 estan relacionadas con enfermedades
especificas como el sindrome de Down o la anemia de Fanconi (202, 204). Aparentemente,
la leucemia se inicia con un evento in-utero, el cual se ha demostrado por analisis molecular
de células mononucleares de muestras de sangre de corddn luego del nacimiento (206);
dichas alteraciones, después de varios afios, son expresadas de igual modo en el fenotipo

neoplasico (204).

Se ha establecido que el uso por la gestante de ciertas sustancias como marihuana,
antihistaminicos, anfetaminas, entre otras, pueden incrementar el riesgo en el hijo de
presentar leucemia en la nifiez, mientras que el uso sistematico 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,
exposicion a radon, pesticidas y tabaquismo materno en el desarrollo de la enfermedad
(202). Otros factores posiblemente implicados incluyen exposicion nuclear residencial u
ocupacional en los nifios o los padres, radiaciones no ionizantes, pesticidas, benceno,
vitamina K, aceite de higado de bacalao, inhibidores de la topoisomerasa Il naturales y
manufacturados, nitratos de la dieta y el consumo de agua contaminada con tricloroetilieno
(203). Otra teoria que ha tomado importancia, a raiz de la demostracion del potencial

oncogénico, son infecciones sobretodo virales (201, 209).

1.6.4 Manifestaciones clinicas de la leucemia linfoblastica B aguda (LLA-B)

La LLA es una enfermedad aguda caracterizada por dolor 6seo, sindrome anémico
(palidez, taquicardia, astenia, fatiga), trombocitopenia (petequias, hemorragia),
neutropenia (infecciones) y organomegalia (hepato-esplenomegalia) ver Tabla 6. La
mayoria de los pacientes se presentan con falla medular: trombocitopenia, anemia y/o
neutropenia. El conteo de leucocitos puede estar disminuido, normal 0 marcadamente
elevado, pero sélo el 50% de los pacientes tienen conteos de blancos mayores de
10000/ul. Son frecuentes las linfadenopatias y hepato-esplenomegalia, los dolores Gseos
y las artralgias que en conjunto pueden ser sintomas cardinales (202). La Leucemia
Linfoblastica de precursores B (LLA-B), es una neoplasia que implica al linaje de células
B, compuesto de células blasticas de tamafio pequefio a mediano, con escaso citoplasma,
cromatinas dispersas o moderadamente condensadas y nucléolos minimos. La
enfermedad compromete principalmente la médula 6sea y la sangre, el compromiso
extramedular es algo frecuente con predileccién particular por el sistema nervioso central,

ganglios linfaticos, bazo, higado y génadas (210).

Sintomas constitucionales: astenia, debilidad, pérdida de peso, sudoracién nocturna.
Sintomas por infiltracién de la médula 6sea: anemia por desplazamiento de la serie
roja, fiebre e infecciones por desplazamiento de la serie blanca, diatesis hemorragica

(purpura, epistaxis, gingivorragias) por deslazamiento de la serie plaquetaria (211).

Sintomas por infiltracion de algun 6rgano o tejido: la hepatomegalia, hipertrofia

gingival, infiltracién de la piel y menos frecuente SNC suele darse en el 5% de las
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leucemias linfoblasticas. Puede aparecer dolor 6seo espontaneo o a la presion, por
infiltracién subperidstica, asi como adenopatias y esplenomegalia en el 70-80% de los
casos (202).

Tabla 6. Sintomas de presentacion de LLA.

Sintoma Frecuencia
Fiebre 57
Fatiga 50
Sangrado 43
Dolor osteoarticular 25
linfadenopatia 70
Hepatomegalia 66
Esplenomegalia 59

Masa mediastinal
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 Clasificacion

Se clasifica segun la cooperacion Franco Americano Britanica (FAB) o segun la
Organizaciéon mundial de la salud (OMS) (212, 213). Durante los afios anteriores se
empleaba la clasificacién FAB, que separaba 3 grupos prondsticos L1, L2 y L3 basados en
la morfologia celular, donde L2 tenia el peor prondstico. Esta clasificacion fue remplazada
por la clasificacion de la OMS, que incluye otros parametros. La clasificacion de la FAB y
la OMS para las leucemias linfoblasticas se pueden resumir en las Tabla 7 y Tabla 8

respectivamente.
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Tabla 7. Clasificacion FAB de la LLA.

L1

L2

L3

Caracteristicas

Linfoblastos pequefios

con cromatina homogénea,

escaso citoplasma, sin
nucléolos ni vacuolas

prominentes

Células grandes y
heterogéneas, con nicleo
irregular, presencia de
nucléolo, citoplasma

variable sin vacuolas.

Células grandes y
homogéneas, cromatina
fina, nucléolos
prominentes, con mas de

5% de mitosis, citosol

basdfilo y por lo menos
25% de células

vacuoladas.

Frecuencia 80% 17% 3%

PrecursorBo T PrecursorBo T Células B maduras

Inmunofenotipo asociado

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. Clasificacion de la OMS para leucemias de precursores linfoides.

Neoplasias de precursores linfoides

Leucemia linfoblastica de células B/linfoma no especificado
Leucemia linfoblastica de células B/linfoma con anormalidades genéticas
Leucemia linfoblastica/linfoma con t(9;22)(q34;q11.2); BC-ABL1

e Leucemia linfoblastica/linfoma con t(v;11g23); reorganizacién MLL

e  Leucemia linfoblastica/linfoma con t(12;21)(p13;22); TEL-AML1 (ETV6-RUNX1)

e Leucemia linfoblastica/linfoma con hiperploidia

e Leucemia linfoblastica/linfoma con hipoploidia (hipodiploidia LLA)

e Leucemia linfoblastica/linfoma con t(5;14)(q31;932);IL3-IGH

e Leucemia linfoblastica/linfoma con t(1;19)(q23;p13.3);E2A-PBX1 (TCF3-PCF3-PBX1)

Leucemia linfoblastica 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 Diagndstico de la leucemia linfoblastica B

El diagndstico inicial se realiza por la sospecha clinica y se confirma con el analisis
morfoldgico de la medula 6sea, si se cumple con: una buena muestra, una buena tinciéon y

suficiente tiempo para revisarla.

A continuacion se consideran cuatro apartes diagnosticos (morfologia, citoquimica,

inmunofenotipo y genética) y un quinto aparte de diagnostico diferencial.
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1.6.6.1 Morfologia. Los linfoblastos en frotis y extendidos varian desde blastos pequefios
con escaso citoplasma, cromatina nuclear condensada, y nucléolo minimo, hasta células
mas grandes con cantidad moderada de citoplasma azul claro-gris azulado,
ocasionalmente vacuolado, cromatina nuclear dispersa, y nucléolos prominentes multiples
variables (197). Granulos azurdfilos dispersos estan 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 6sea, los linfoblastos son relativamente uniformes en apariencia,
con nucleos redondos, ovales o indentados y algunas veces enrollados. Los nucléolos
variablemente son prominentes, aunque usualmente minimos o indistintos. La cromatina
esta finamente dispersa. El nUmero de figuras mitoticas usualmente varia, y son menos

numerosas que en su contraparte T (197).

1.6.6.2 Citoquimica. Los linfoblastos son negativos para mieloperoxidasa y carecen de
reactividad tipo mieloide con Sudan Negro B (SBB). Los granulos linfoblasticos pueden
tefir gris claro con la tincion SBB pero menos intenso que los mieloblastos. Los linfoblastos
pueden mostrar positividad PAS, siendo en algunos casos el ndcleo parcialmente rodeado
por un anillo de reactividad PAS. Los linfoblastos pueden reaccionar con esterasa
inespecifica con punteado multifocal o patron de aparato de Golgi con inhibicion 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 citoplasmica y
CD38. Son positivos para CD10 y CD24 en la mayoria de casos; en casos t(4;11)(g21;923)
son usualmente CD10 negativos y frecuentemente CD24 negativos. Hay expresion
variable de CD20 y CD22. CDA45 puede estar ausente. La expresion citoplasmica de CD22
es considerada especifica de linaje. Los antigenos mieloides CD13 y CD33 pueden ser de

expresion aberrante (197).

El grado de diferenciacion de los linfoblastos del linaje B tiene correlacion clinica y
genética. En el estado més temprano -precursor temprano-, los blastos expresan CD19,
CD79ay CD22 citoplasmicos, y TdT nuclear, y en el estado intermedio -comun-, los blastos

expresan CD10. Estos dos estados representan la mayoria de casos de leucemia (50-
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70%). Entre 20-30% de los casos corresponden con el estado de diferenciacion mas
maduro -preB-, los blastos expresan cadenas mu citoplasmica (cyt-u). Es caracteristica la
ausencia de inmunoglobulina de superficie, pero su presencia no excluye el diagndstico de
LLA-B, puesto que entre el 2-3% de estas neoplasias presentan esta caracteristica y son
CD20+ (202).

1.6.6.4 Genética. Las alteraciones genéticas son marcadores prondsticos importantes,
detectdndose hasta en el 75% de las leucemias linfoblasticas (206). Las alteraciones
citogenéticas en neoplasias de precursores B se consideran en varios grupos: hipoploidias,
hipodiploidias <50, hiperdiploidias >50, translocaciones y pseudodiploidias (202):

LLA- t(9;22)(q34;911.2); BCR/ABL

LLA- (v;11923); re-arreglo MLL

LLA- t(12;21)(p13;922); TEL/AML1

LLA- t(1;19)(g23;p13.3); PBX/E2A

LLA- hipodiploide

LLA- hiperdiploide >50

Estos hallazgos son de importancia prondstica y son usados para modificar tratamientos
en enfermedad pediatrica (206). Con los tratamientos actuales, los grupos de buen
prondstico son: hiperploidia entre 51 y 65 cromosomas, correspondiente a DI (contenido
de DNA) por citometria de flujo de 1.16 a 1.6; y t (12; 21) (p12; q22), la cual es resultado
de la fusion del gene TEL en 12p13 con el gen del factor codificante de transcripcion AML1
en 21g22. Los hallazgos relacionados con pobre prondstico son: 1) t (9; 22), la cual resulta
de la fusion de BCR en 22q11.2 y el gen de tirosina quinasa citoplasmica ABL en 9934, y
produce una proteina de fusion en nifios 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 diferenciacion pueden tener t(4;11) con fusion del gen MLL en
11923 que codifica una proteina putativa que liga DNA y AF4 en 4g21; otra translocacion
en 11923 resulta de la fusion del locus MLL con otras parejas de genes. LLA con
anormalidades 11923 pueden surgir también relacionadas a la terapia de leucemia
secundaria a etoposido. 3) t (1; 19), encontrada en el 25% de las LLA-B de nifios con
expresion citoplasmica de mu, fusiona el gen que codifica el factor de transcripcion E2A en
19p13.3 con PBX en 1g23, asociado con pobre pronéstico. 4) La hipodiploidia esta

asociada con pobre prondstico. Otras anormalidades del(6q), del(9p), del(12p),
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hiperploidias <51, triploidia cercana y tetraploidia cercana) se asocian con prondstico
intermedio(203).

1.6.6.5 Diagnéstico diferencial. Los diagndsticos diferenciales de leucemia linfoblastica
B incluyen LLA-T, Leucemia mieloide aguda (LMA) con minima diferenciacién, y médula
Osea reactiva con incremento de hematogonias. Las dos primeras son diferenciables por
inmunofenotipo. Las hematogonias se pueden incrementar en nifios y en adultos mayores
con desérdenes tales como anemia ferropénica, neuroblastoma y purpura
trombocitopénica idiopéatica, o posterior a terapia citotoxica. Estas células tienen una
relacion nudcleo/citoplasma muy alta y una cromatina nuclear homogénea; los nucleos
muestran indentacion o hendiduras. No se identifican usualmente nucléolos y estas células

no se observan en sangre periférica (197).

1.6.7 Estratificacion del riesgo y establecimiento del pronéstico

La estratificacion de riesgo se basa en caracteristicas clinicas, inmunoldgicas y
citogenéticas para predecir el desenlace de la enfermedad y brindar una terapia 6ptima.
Para tal fin se han definido tres estratos de riesgo: estandar, medio y alto, denominados
por algunos como bajo, estandar y alto, aunque la mayoria de centros sélo emplea los dos
ultimos. En general, los de bajo riesgo tienen mejor desenlace, requieren terapia menos

intensiva y tienen menos probabilidad de recurrencia (203).

Las Leucemias Linfoblasticas B son generalmente leucemias de buen prondstico. En el
grupo pediatrico la tasa de remisién completa es del 95%, y en adultos entre 60-85%. La
tasa de sobrevida libre de eventos es del 70% en nifios; aproximadamente, el 80% de los
nifilos aparentan curacion (206). Los grupos de riesgos pediatricos de LLA-B se basan en
perfiles citogenéticos, edad, conteo de leucocitos, sexo y respuesta a la terapia inicial. En
edad pediatrica, mas del 50% de los pacientes tienen buen pronéstico relacionado con
cariotipos de hiperploidias o cambios genéticos t (12; 21) con supervivencia a largo plazo
del 85-90%. Las caracteristicas genéticas son importantes pero resultan heterogéneas si
se tienen en cuenta otros factores (203). Factores predictivos para remision durable y
supervivencia prolongada son edad entre 4 y 10 afios, hiperploidias (54-62 cromosomas)
con trisomias 4, 10 y/o 17, t (12; 21) (p13; q22) y conteo normal o bajo de leucocitos al
diagnéstico. Los factores adversos incluyen edad <1 afio, t(9;22)(g34;911.2) y



Capitulo 1 49

t(4;11)(q21;923) (197). Las hipoploidias presentan relacion directamente proporcional con

el prondstico: a menor nimero 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, destruccidén de las células tumorales, y manejo apropiado de los efectos
adversos del tratamiento. Establecido el grupo de riesgo al que pertenece el paciente se
disefia la terapia. En el grupo de bajo riesgo (40%) se emplean antimetabolitos estandar.
Mientras que en pacientes de riesgo estandar (51%) y alto riesgo (9%), el tratamiento es
mas intenso evitando la aparicion de resistencias. Los pacientes de mas alto riesgo son
candidatos a trasplante de células madre luego de la primera remision (203). Determinado
el riesgo, se establece el tratamiento buscando inducir la remision, prevenir la infiltracién
leucémica al sistema nervioso central, y ofrecer terapia de mantenimiento prolongada (2 a
3 afos). Un resumen de los farmacos empleados en el tratamiento de leucemia junto con
sus efectos adversos se presenta en la Tabla 9. Por ultimo, es valido anotar que las
recurrencias se correlacionan con dosis inadecuadas mas que a resistencia tumoral, por
lo que la individualizacion 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 depuracién de blastos, y la medicion de EMR determina la emergencia de nuevas

resistencias (201).



50 Caracterizacion del potencial oncolitico del aislamiento rotaviral Wt1-5 en cultivos primarios de leucemia

linfoblastica aguda de precursores B

Tabla 9. Medicamentos empleados en la terapéutica de la LLA.

Tratamiento
Prednisona

Dexametasona

Metotrexate

Vincristina

Doxorrubicina

Daunorrubicina

L-asparaginasa

6-mercaptopurina

Etoposido

Citarabina

Ciclofosfamida

Radiacién SNC

Tipo

Glucocorticoides sintéticos

Anélogo del Folato, antimetabolito

Alcaloide

Antraciclina

Enzima

Anélogo de purinas

Epipodofilotoxina

Antimetabolito

Agente Alquilante

Radiacion

Efectos adversos

Hiperglicemia, hipertensién, cambios del animo,
acné, ganancia de peso, hepatomegalia,
necrosis avascular del hueso, osteoporosis
Nausea/vomito (NV), disfuncién hepética,
mielosupresion, fotosensibilidad,
leucoencefalopatia, osteoporosis.
Administracion intratecal: cefalea, fiebre,
convulsiones

Neuropatia periférica, constipacion,
convulsiones, pérdida de peso, celulitis quimica
NV, pérdida de peso, mucositis, mielosupresion,
celulitis quimica, cardiomiopatia

NV, reacciones alérgicas, hiperglicemia,
pancreatitis, disfuncién hepatica, trombosis y
encefalopatia

NV, mucositis, mielosupresion, fotosensibilidad,
disfuncién hepatica, osteoporosis

NV, pérdida de peso, mucositis, mielosupresion,
reacciones alérgicas, LMA

NV, fiebre, rash, mucositis, mielosupresion,
disfuncion hepética, conjuntivitis, infertilidad
NV, cistitis hemorragica, mielosupresion,
SIADH, pérdida de peso, cancer de vejiga, LMA,
infertilidad

Pérdida de peso, somnolencia postratramiento,
convulsiones, disfuncion neurolégica 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 Linea celular Reh

La linea celular Reh (ATCC® CRL-8286™) proviene de células obtenidas en 1973 de una
paciente de 15 afios de edad con diagnostico de leucemia linfoblastica aguda de
precursores B (LLA de primera recaida). Son células redondas, pequefias con morfologia
linfoblastica que crecen en suspension. Tiene el siguiente perfil de expresion de
marcadores CD3 (-), CD10 (+), CD13 (-), CD19 (+), CD34 (-), CD37 (-), CD38 (+), cyCD79a
(+), CD80 (-), CD138 (+), HLA-DR (+), ms/cylgG (-), smicylgM (-), 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) (932; p13; g22; g24.3) -inv (12) (p13g22), t (5; 12) (q31-932; p12),
der (16) t (16; 21) (q24.3; g22) - linea lateral con inv (5) der (5) (p15931), es positiva para
la translocacion t (12; 21) que lleva el gen de fusién ETV6-RUNXL. El andlisis viral de esta
linea celular reporta que es EBV -, HBV -, HCV -, HHV-8 -, HIV -, HTLV-I/ll -, SMRYV -. 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 descongelacion las células pueden ser
dificiles de cultivar y deben ser mantenidas con una densidad alta (> 2 x 108 células/ml);
estas células crecen lentamente y la densidad minima a cultivo debe ser de 0,5 x 10°
células/ml; se recomienda que las células sean cultivadas inmediatamente luego de la
descongelacion en medio RPMI con 20% de suero fetal bovino (FBS) en una placa de 24
pozos; después de la descongelacion la viabilidad generalmente disminuye durante los
primeros dias, 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).
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2.1 Antecedentes

Dentro de los diversos objetos de estudio de la biologia celular, el uso de virus oncoliticos
como tratamiento contra el cancer no es novedad. Sin embargo, fue en afios recientes que
la investigacion en este campo ha demostrado avances significativos. Los primeros
estudios, realizados en cancer 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 podria ser usado para destruir las neoplasicas. En estos reportes
se inform6 sobre regresiones tumorales generadas como un evento posterior a las
respuestas incompletas o transitorias generadas por la infeccion 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 0 sarampion (41, 43, 55). El avance en el desarrollo de la biologia
molecular y la bioquimica tumoral, ha permitido la reanudacion de estas labores
investigativas, permitiendo modificar algunos virus para darles mayor capacidad de
infeccion y destruccion selectiva de células tumorales. En la actualidad, los virus oncoliticos

se estudian en modelos in vitro e in vivo en ratones y humanos (55). (Ver Tabla 2).

Trabajos previos realizados en el Laboratorio de Biologia 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 infeccion por el rotavirus tales como
las proteinas integrina aVp3, 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 proteinas son marcadores de progresion tumoral en el
cancer de mama, retinopatia asociada a cancer, el glioma invasivo, eritroleucemia, el
cancer colon-rectal y el carcinoma de células escamosas (166, 184, 196, 217, 218).
Adicionalmente, en nuestro laboratorio, durante 3 afios se seleccionaron en lineas
celulares tumorales, 5 aislamientos rotavirales, incluyendo el rotavirus que se utilizara 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
disefio y uso de agentes virales oncoliticos es necesario en primer lugar desarrollar
estudios en modelos in vitro que determinen las caracteristicas replicativas diferenciales
del virus en tejido neoplasico (70). Este requerimiento general se ha evaluado en trabajos
previos realizados en el Laboratorio de Biologia Molecular de Virus de la Facultad de
Medicina de la Universidad Nacional de Colombia, en diferentes lineas tumorales como la
linea celular de leucemia mieloide humana U937, leucemia linfoblastica aguda Reh,
mieloide de raton Sp2/0-Agl4, cancer de estébmago Kato lll, cancer de pulmén A549,
cancer de mama MDA-MB-231, cancer de prostata PC-3; como control se utilizaron células
normales no tumorales. En general los resultados fueron similares para todas las lineas
tumorales examinadas, con pequefios cambios. Se determiné que 5 aislamientos
rotavirales seleccionados previamente en este mismo laboratorio (WWM, WTEW, TRUYO,
ECW1t-O y Wtl-5, no reportados aun en articulos), infectan lineas 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 determind asi mismo el titulo viral para cada uno de
los aislamientos rotavirales, evaluando la produccién de viriones y la capacidad de lisar las
células tumorales analizadas. Se encontré que la infeccidn 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 mayoria de la poblacion celular. Estos resultados sugieren que la
cantidad de viriones infecciosos se incrementa sobre el curso de la infeccién y es
oncolitico. Se evaluo el efecto citotdxico producido por los rotavirus mediante las técnicas
de yoduro de propidio, Hoechst, Anexina V, azul tripan, ADP-ribosa, fosfatidilserina y
TUNEL. En estos trabajos se determind la expresion de las proteinas HSPs (Hsp90,
Hsp70, Hsc70, Hsp60, Hsp40), integrina avB3 y PDI en la superficie de la membrana
citoplasmatica de las células por medio de citometria de flujo, inmunoflorecencia o confocal
(219-221). Se determiné que los 5 aislamientos rotavirales seleccionados, examinados en
las lineas celulares mencionadas, utilizan las proteinas de choque térmico durante el
proceso infeccioso, puesto que al incubar las células con anticuerpos anti-HSPs, Anti-PDI
y anti-integrina B3 y luego retarlas con los rotavirus, se observé disminucion del porcentaje
de células positivas para antigenos virales, en diferente grado para cada anticuerpo y para
cada aislado rotaviral, sugiriendo que estos rotavirus utilizan diferencialmente estas
proteinas de la membrana durante el proceso infeccioso (221). Igualmente se encontrd

interaccion de los rotavirus con las HSPs de las membranas citoplasméticas de las lineas
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celulares tumorales al incubar el rotavirus con las células integras, con fracciones de
membrana citoplasmética o con fracciones proteicas enriquecidas con Hsp 90, 70 0 60. En
estos trabajos se encontrd que dicha unién disminuye si las membranas citoplasméticas
se pre-incuban con anticuerpos anti-HSPs. Igualmente la unién del rotavirus a las
membranas disminuye si el virus se pre-incuba con proteinas HSPs o con péptidos
especificos de las HSPs, sugiriendo que la unién es especifica. También se encontraron
cambios en la infeccidon 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 linea celular de fibroblastos
de ratdn, L929. Sin embargo, estas células se infectaron con éxito después de someterlas
a choque térmico (221). En conclusién, los aislados de rotavirus infectan y lisan las lineas
celulares tumorales examinadas, ingresan utilizando diferencialmente las HSPs (Hsp90,
Hsp70, Hsc70, Hsp60 o Hsp40), PDI y la integrina avf3 de membrana citoplasmatica,
sugiriendo que han adquirido ganancia de funcién para utilizar proteinas de choque térmico
(HSPs), con excepcion de Hsc70 que ya habia sido reportada, como moléculas implicadas
en el proceso infeccioso de los tumores estudiados. Puesto que las HSPs se encuentran
como marcadores de progresion tumoral en la mayoria de tumores, nuestros hallazgos
sugieren que estos aislados virales pueden ser potenciales virus oncoliticos, resultado que
es novedoso porque en la literatura no se encuentran antecedentes del uso del rotavirus

como virus oncolitico.

2.2 Formulacion del problema

En estudios previos realizados en el Laboratorio de Biologia molecular de Virus de la
Facultad de Medicina, se encontré que el rotavirus Wtl1-5 adaptado infecta y lisa las lineas
celulares tumorales de linfoma histiocitico U937, cancer de estomago KATO Ill, cancer de
Pulmén A549, cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-231, cancer de préstata PC-3, mieloma
de raton Sp2/0-Agl14.(219-221) Los hallazgos encontrados para el aislamiento Wt1-5 en
las lineas evaluadas, muestran que este rotavirus emplea diferencialmente las HSPs
(Hsp90, Hsp70, Hsc70, Hsp60 o Hsp40), PDI y la integrina avf3 de membrana
citoplasmética durante el proceso infeccioso. Por otro lado, las HSPs han sido reportadas

como marcadores de progresion tumoral en algunas neoplasias, en especial en tumores
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sélidos. Sin embargo, no se ha determinado la expresion de estas proteinas en cultivos
primarios de células tumorales de pacientes diagnosticados con leucemia linfoblastica
aguda, ni se ha evaluado si rotavirus Wt1-5 adaptado infecta y lisa este tipo de células

neoplésicas o la linea leucemia linfoblastica aguda Reh, disminuyendo la viabilidad celular.

2.3 Justificacion

Siguiendo las recomendaciones del ICH respecto al disefio y uso de agentes virales
oncoliticos es necesario en primer lugar desarrollar estudios en modelos in vitro que
determinen las caracteristicas replicativas diferenciales del virus en el tejido
neoplasico(70). Por esta razén, es necesario determinar en cultivos primarios de células
de leucemia linfoblastica de precursores B provenientes de pacientes con diagnéstico de
leucemia en fase aguda, si son susceptibles a la infeccion y al efecto oncolitico del rotavirus
Wt1-5 adaptado, previamente examinado en el Laboratorio de Biologia 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 lineas tumorales de referencia. Adicionalmente, hay heterogeneidad en la
poblaciéon celular del paciente (células normales, moderadamente diferenciadas e
indiferenciadas), mientras que las lineas establecidas son mas o menos homogéneas. En
este sentido, este trabajo implica investigacion basica que nos aportard mas evidencias,
gue en un futuro nos permitirdn proponer a este aislamiento como un virus oncolitico, es
decir, si el rotavirus Wt1-5 puede utilizarse como un producto biotecnolégico en la lucha
contra el cancer. Adicionalmente, se busca que este conocimiento nos permita a futuro
desarrollar un modelo murino que posibilite estudiar la seguridad clinica al administrar el

rotavirus intratumoralmente.

2.4 Objetivos

2.4.1 Objetivo general

o Establecer los efectos que tiene la infeccion por el rotavirus adaptado oncolitico
Wt1-5 sobre las sefiales celulares relacionadas con muerte y estrés celular en

cultivos primarios de células de leucemia linfoblastica aguda de precursores B.
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2.4.2

Objetivos especificos

Determinar la capacidad infecciosa del rotavirus adaptado oncolitico Wt1-5 en
cultivos primarios de células de leucemia linfoblastica aguda de precursores B.

Evaluar las sefales de citotoxicidad relacionadas con muerte celular en cultivos
primarios de células de leucemia linfoblastica aguda de precursores B inoculadas

con el rotavirus adaptado oncolitico Wt1-5.

Establecer la participacion de las proteinas de choque térmico (Hsp90, Hsp70,

Hsp60, Hsp40, Hsc70), PDI y la integrina aV3 de la membrana

Establecer la participacién de las proteinas de choque térmico (Hsp90, Hsp70,
Hsp60, Hsp40, Hsc70), PDI y la integrina aVB3 de la membrana citoplasmatica
durante el proceso infeccioso del rotavirus Wt1-5 adaptado en células de cultivos

primarios de leucemia linfoblastica aguda de precursores de B.

Caracterizar el electroferotipo y genotipo del rotavirus adaptado oncolitico Wt1-5.
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3.Capitulo 3. Materiales y métodos

En este capitulo se incluye todos los parametros técnicos y metodolégicos tenidos en
cuenta para el disefio y ejecucion de este trabajo. Es importante mencionar con antelacion
gue 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 Disefio

El presente estudio se desarrollé sobre muestras de sangre periférica provenientes de
pacientes en edad pediatrica, manejados en la Fundacién Hospital de la Misericordia
(HOMI). La toma de la muestra necesaria para la ejecucion del proyecto se efectud
simultaneamente con la toma de las demas muestras realizadas durante la atencion del
paciente con el propésito 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 Institucién Hospitalaria, y conté con la autorizacién
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 pediatrica (entre 0-18 afios) atendidos en la Fundacién Hospital de la

Misericordia (HOMI) con diagnéstico de leucemia linfoblastica aguda.
3.1.2 Muestra

Se colectaron muestras de sangre periférica de 34 pacientes en edad pediatrica (0-18
afos) que fueron atendidos en la Fundacion Hospital de la Misericordia (HOMI) durante el
un periodo de tiempo de dos afos, con diagnéstico inmunofenotipico de leucemia

linfoblastica aguda de precursores B confirmado en aspirados de medula 6sea (AMO).
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3.1.3 Selecci6on de casos

Se identificaron los pacientes con diagnéstico inmunofenotipico de leucemia linfoblastica
aguda de precursores B, en la base de datos del servicio de oncohematologia pediatrica

de la Fundacion Hospital de la Misericordia (HOMI).

3.1.3.1 Criterios de inclusién

- Pacientes de sexo masculino o femenino en edad pediatrica (0-18 afios) con diagnéstico
inicial de leucemia linfoblastica aguda de precursores B.

- Pacientes con diagndstico inicial de leucemia linfoblastica aguda de precursores B, que
no hayan iniciado tratamiento.

- Pacientes de riesgo bajo, intermedio (estandar) y alto al momento del diagnéstico.

- Pacientes con recuentos de leucocitos en sangre periférica > 5000 cel/mm3.

- Pacientes con presencia de > 20% de blastos en sangre periférica.

- Pacientes con autorizacion para toma de muestra mediante consentimiento informado
firmado por los padres o tutores.

- Pacientes con autorizacion para la toma de muestra mediante asentimiento informado en

los casos que este fue requerido.

3.1.3.2 Criterios de exclusién

- Pacientes con diagnostico de linfoma.
- Pacientes con diagnostico de leucemia linfoblastica aguda de precursores T.

- Pacientes con diagnostico de leucemia mieloide aguda.

Nota: Los anteriores criterios de exclusion fueron tenidos en cuenta debido a que se
pretendi6é evaluar el comportamiento oncolitico del rotavirus Wt1-5 sobre un linaje celular

especifico.

- Pacientes con sepsis.

- Pacientes con trastornos de la coagulacion.
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Tabla 10. Lista de Variables evaluadas.

70,60,40) y Hsc70

colocalizacion

VARIABLE DEFINICION TIPO DESCRIPCION FUENTE CODIGO
Caracteristicas que _—

Género (¥) clasifican al individuo ﬁg?:'itr‘?‘:lva % HC 1. Hombre
como hombre o 2. Mujer
mujer
Afios cumplidos al Cuantitativa

Edad (*) momento del discreta afios HC
diagnostico
Tipo de riesgo Cualitativa 1. Bajo

Riesgo (*) asignado para el nominal HC 2. Intermedio
tratamiento 3. Alto
Numero de Cuantitativa

Leucocitos (*) leucocitos al Continua Células/mm?® HC
diagnostico

. o 1. ProB

Inmunofenotipo _Tlpo ol " Cual|_tat|va 2.PreB

*) |n_munpfenot|po al Nominal 3. B comtn
diagnostico 4. Mixta
Porcentaje de Cuantitativa

Blastos (¥) bla_st9s_ en sangre Continua % HC
periférica al
diagnostico

e Analisis de cariotipo Cuall_tatlvo

Cariotipo MO (*) . P Nominal HC
al diagnéstico
Porcentaje de

. élulas de cultivo o
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Nota: Las variables con asterisco (*) son parametros que se evalian de forma rutinaria dentro del protocolo de manejo
establecido por el Hospital de la misericordia para los pacientes con diagnéstico de leucemia linfoblastica aguda.

3.1.4 Lineacelular

La linea celular humana de leucemia linfoblastica aguda Reh (ATCC® CRL-8286™) fue

gentilmente donada por el Dr. J. P. Vernot (Facultad de Medicina de la Universidad

Nacional de Colombia). Se cultivé 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®) mas 20
U/ml de Penicilina con 40 U/ml de estreptomicina (Invitrogen®), incubada en atmosfera
humidificada con 5% de COza 37°C. El cultivo fue mantenido por adiciéon o reemplazo de

medio de cultivo fresco cada 2 a 3 dias.

3.1.5 Stock de rotavirus

El rotavirus Wt1-5 proviene de la adaptacién al crecimiento en cultivo en células tumorales
de cinco aislamientos rotavirales (Wtl, Wt2, Wt3, Wt4, Wt5) purificados previamente de
materia fecal de nifios con diarrea confirmada por rotavirus (37, 222, 223). Se cultivo y
purifico 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
particulas virales purificadas fueron almacenadas en alicuotas de Buffer TMS. El virus se
activd mediante tratamiento con tripsina (1 pg/ml) (Chimie Sigma Aldrich, St. Quentin
Fallavier, Francia) a 37°C durante 20 minutos.

Nota: El “Stock” viral contenia un titulo aproximado de 2.5 X 10° UFF/ml, determinado
previamente mediante la realizacion de un ensayo de dilucion maxima del aislamiento viral

en la linea celular Reh.

3.1.6 Titulacidn de rotavirus

El titulo viral y la estabilidad del rotavirus Wt1-5 fueron medidas analizando las unidades
formadoras de foco mediante ensayo de dilucién seriada del stock en la linea celular Reh.
Platos de 48 pozos fueron sembrados con 2 x 10° 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 incubacion a 37°C, la solucion viral fue removida y las
células fueron mantenidas por 11 horas adicionales adicionando medio de cultivo fresco.
12 horas post infeccion (h.p.i) las células fueron fijadas con paraformaldehido al 4% (v/v)
en buffer fosfato salino (PBS). Mediante inmunocitoquimica se determiné la expresion de

antigenos virales y se realizé el conteo de las unidades formadoras de foco (224).

3.1.7 Inactivacién del rotavirus por irradiacion UV

El Rotavirus Wt1-5 fue inactivado mediante exposicion a 720 milijoules de irradiacion UV

usando una lampara de luz UV (Hoefer UVC 500. Ultraviolet Crosslinker) para entrecruzar
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el RNA, sometiendo alicuotas de 50ul de un stock vital de 1,2x10%° ufp/ml. Los ensayos de
viabilidad celular y activacion de sefiales de muerte celular fueron desarrollados como se
describié anteriormente usando el virus inactivado en la linea Reh para comparar el efecto
de la replicacion viral sobre la viabilidad celular. Este tratamiento entrecruza
irreversiblemente el RNA viral, pero no altera la funcibn de hemaglutinacion ni las

caracteristicas antigénicas de la proteina del rotavirus (225).

3.1.8 Analisis del dsRNA rotaviral

Para determinar el electroferotipo del rotavirus se tomaron alicuotas (50ul) de los stocks
de virus Wtl1, Wt2 y Wtl1-5 previamente purificados en gradiente de densidad con CsCl. Se
adicioné Buffer de lisis (260 mM de Tris-HCI pH 8, 90 mM EDTA, 1.3 %de SDS, 680 mM
de NaCly 0,1% de 2-ME). Se extrajo el dsRNA con Fenol-Cloroformo (1:1). Se precipit6 la
fase acuosa con 2 volimenes de etanol absoluto a -70 °C. Se resuspendio 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 extraido se realizé
mediante electroforesis SDS-PAGE (8%) usando el sistema de Buffer Laemmli y el

desarrollo del gel con tincion de plata (226, 227).

3.1.9 Infeccién de las células

Las células Reh fueron centrifugadas a 400 x g durante 5 minutos, se descart6é 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 adiciond medio de cultivo RPMI sin FBS, se sembraron
2.0 x 10° células por pozo en un volumen 300 pl, en cajas de 48 pozos y se incubaron a 37
°C con 5% de CO:. Las células Reh fueron retadas con varias multiplicidades de infeccion
(MOI) desde 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1, 2, 3 y 6 del rotavirus Wt1-5 adaptado previamente
activado con 1 ug/ml tripsina a 37 °C durante 30 minutos. El virus se adiciond a las células
en ausencia de FBS. Como controles se establecieron células a las cuales no se les inoculé
rotavirus y células a las que se les inocul6 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
paraformaldehido 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
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en PBS con 0,02% (peso/vol) de azida de sodio almacenandolas a 4°C hasta su

procesamiento (No mayor a 10 dias).

3.1.10 Ensayo de re-Infeccién de la linea tumoral Reh para determinacion del ciclo
infeccioso

Para determinar el periodo de tiempo que se tarda el rotavirus Wtl1-5 adaptado en cumplir
un ciclo viral en las células Reh (etapas de fijacién, penetracion, desenvolvimiento, sintesis,
ensamble y liberacién), las células REH fueron inoculadas con rotavirus como se describe
previamente con MOl de 1y 2 y se colectaron alicuotas 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
centrifugacion a 700 g, al sobrenadante se le adiciond tripsina (1 pg/ml) durante 30
minutos. Seguidamente, el lisado se inoculo de nuevo en la linea celular Reh. Luego de 12
h.p.i., las células fueron analizadas para determinar la produccion de titulos infecciosos
mediante la determinacion de las proteinas estructurales de rotavirus empleando

anticuerpos de conejo mediante ensayos de inmunocitoquimica e inmunofluorescencia.

3.1.11 Inmunocitoquimica para evaluaciéon de la expresion de antigenos rotavirales
en las células Reh

Para este ensayo las células Reh fueron dispensadas sobre laminas cubreobijetos, 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 adicioné suero hiper
inmune contra proteinas estructurales del rotavirus (1:2000 vol/vol) generado en conejo en
nuestro laboratorio, al cual previamente se le descartd reaccidén cruzada para antigenos
celulares. El anticuerpo se incubo 1 h a 37 °C, se realizaron dos lavados con PBS, se
adicion6 el anticuerpo secundario burro-anti-conejo IgG-conjugado con peroxidasa (HRP,
0.13 ug/ml, Santa cruz Biotechnology®) y se incub6 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, acido acético 12 mM),
pH 5.0 y perdxido de hidrogeno al 0.36%. Para la evaluacion de los antigenos virales se
tomaron diez fotografias representativas de cada laminilla en un microscopio de luz
convencional (VanGuard) con el objetivo de 40 X. El porcentaje de células positivas para
antigenos rotavirales fue determinado en el total de la poblacién contando al menos 1000

células por tratamiento, determinando asi el nimero de células positivas y negativas en
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cada laminilla; el nimero de células positivas se dividié por el total de células (infectadas
mas no infectadas). Para el conteo se utilizo el programa ImageJ 1.44 Java 1.6.0 20 de
32-bit.

3.1.12 Citometria de flujo para evaluacién de la expresion de antigenos rotavirales
en las células Reh

Las células Reh fueron inoculadas con el rotavirus Wt1-5 adaptado como se describié
anteriormente, con MOI de 1 y 2. Las células se fijaron luego de 24 h.p.i. con
paraformaldehido 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 adicion6 50mM de cloruro de amonio (NH4Cl») y 0,1 M de Glicina
en PBS durante 30 min a temperatura ambiente. A continuacion se realizaron 2 lavados
con PBS y se adicioné el suero hiper inmune contra proteinas 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 adicioné el anticuerpo secundario conjugado FITC (0.88 ug/ml Santa Cruz
SC-2024) diluidos en PBS + BSA al 1% durante 30 minutos a 37 °C protegidos de la luz.
Se detectd la fluorescencia en el Citobmetro de flujo FACS canto Il. Para el analisis 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 marcacion.

3.1.13 ELISA de captura para evaluacién de presencia de antigenos rotavirales en
el sobrenadante del cultivo

Se determind la presencia de antigenos rotavirales en el sobrenadante de las células Reh
inoculadas o no con el aislamiento Wt1-5 como se describi6 anteriormente, con MOI desde
0.01 hasta 6. Para esto, el sobrenadante se analiz6 mediante un ensayo de ELISA en
sandwich 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-proteinas estructurales) generados en cobayo (dilucion 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
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fijados, se bloqued con leche descremada al 5% en PBS, se lavo la placa 2 veces con
buffer de lavado e inmediatamente se adicionaron por triplicado 100 pl de sobrenadante.
Como control se aplico el sobrenadante de células inoculadas con el rotavirus adaptado
previamente inactivado con luz UV (MOI de 2) y de los pozos donde no se adiciond ningun
virus. Los sobrenadantes se incubaron en la placa toda la noche a 4 °C, luego se lavo tres
veces con buffer de lavado, se adicionaron anticuerpos de suero hiperinmune anti rotavirus
hecho en conejo (dilucion 1:2000 en PBS+ BSA al 1%) y se incub6 durante 1 hora a 37 °C.
Posteriormente, la placa se lavo 2 veces y se incub6 con los anticuerpos IgG anti conejo
hechos en cabra conjugados con HRP (0.13 pg/ml en PBS + BSA al 1%, Santa cruz
Biotechnology®) durante 1 hora a 37 °C. Luego, se lavo la placa dos veces y se revelo el
ensayo utilizando H.O, y OPD (o-phenylendiamine dihydrochloride). (Ref: 34062. Thermo
Scientific), dejando incubar la reaccidon durante 20 minutos a temperatura ambiente. La
reaccion se detuvo mediante la adicién de H,SO4 al 2N vy se realiz6 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 resto a los tratamientos y se graficé como AOD.

3.1.14 Viabilidad celular con azul de tripan

Las células Reh fueron inoculadas con el rotavirus Wt1-5 adaptado como se describié
anteriormente con MOI desde 0.05 hasta 6. Se valoré la permeabilidad de la membrana
citoplasmatica mediante el método de exclusién con azul de Tripano. Para esto a las
células se les adicion6 azul de Tripano al 0.4 % (vol/vol) durante un minuto en relacion 1:1,
se examind la muestra de inmediato en la cdmara 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 H.0O.. Se realiz6 el conteo del

namero de células viables y del nimero total de células.

3.1.15 Ensayos de proliferacion celular con Cell Tracker

Se colectaron las células y fueron centrifugadas a 400 x g durante 5 minutos, se descarto
el medio de cultivo y se lavaron dos veces con medio RPMI para retirar el suero fetal
bovino. Se resuspendieron suavemente 1.0 x 10° células/ml en la solucién 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 concentracién de trabajo de 0.5 yM a 37 °C. (Concentracién
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 CO, luego se
centrifugaron a 400 x g durante 5 minutos para remover el reactivo. A continuacion se
sembraron 2.0 x 10° células por pozo en un volumen 300 pl de medio de cultivo RPMI sin
FBS en cajas de 48 pozos y se incubaron a 37 °C con 5% de CO,. Las células fueron
infectadas con Wtl1-5, MOl de 1, 2, 3y 6 previamente activado con 1 ug/ml tripsina a 37 °C
durante 30 minutos. Se realiz6 la medicion de las unidades relativas de florescencia (RFU)
a las Oh, 24 y 48 h.p.i. en el lector de fluorescencia de microplacas FLx800 (Bioteck)
empleando el filtro de excitacion de 370 nm y el filtro de emisién de 470 nm. Se tomaron
cinco fotografias 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 H.O- 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 Evaluaciéon de lisis celular con LDH

Se evalud la actividad de la deshidrogenasa lactica (LDH) en el sobrenadante del cultivo.
Para este ensayo las células Reh fueron inoculadas con el rotavirus Wt1-5 adaptado como
se describio 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 empled el kit de analisis de LDH de BioSystem segun
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
espectrofotdmetro 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 H,O, y células a las que se les puso el

aislamiento Wt1-5 previamente inactivado con luz UV, con un MOI de 2.
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3.1.17 Evaluacién del efecto citotéxico a nivel metabdlico 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 removi6 el medio de cultivo mediante centrifugaron a 400 x g durante
5 minutos y se realizaron dos lavados con PBS (pH 7,3). A continuacion se sembraron 6.6
X 10 células por pozo, en placas de 96 pozos en un volumen 100 ul de medio de cultivo
RPMI, sin FBS, con Resazurina (Amresco® Code 0695-25G) al 0.4 yuMy se incubo durante
4 horas a 37 °C con 5% de CO.. Posteriormente, las placas fueron leidas a una longitud
de onda de excitacion 535 nm y 595 nm de emisién 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 H2O; 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 Evaluacién del potencial de membrana mitocondrial (delta ym) con DiOC6(3)
y de la permeabilidad de membrana citoplasmatica con 7-AAD

Las células Reh fueron inoculadas en ausencia de FBS como se describié anteriormente,
con el rotavirus Wt1-5 con MOI de 2. Transcurridas 24 h.p.i., 1 x10°® células/ml fueron
incubadas con 20 nM de DiOC6(3) (3,3-Dihexyloxacarbocyanine lodide, Life
Technologies, Cat: D-273) y simultaneamente con 2 pyg/ml (1.6 uM) de 7-AAD (7-
Aminoactinomycin D, Life Technologies, Cat: A1310) en buffer PBS (pH7,3) + 0.3 mM Ca?*
+ 0.3 mM Mg? + 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 centrifugacion 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 Citometro de flujo FACS canto Il. Para el analisis 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 marcacion, 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 Evaluacion de la expresién de Caspasa8y 3

Para evaluar la expresién de Caspasa 8 y 3 se emplearon los kit de andlisis 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 x10° células/ml, se transfirieron en
300 ul a tubos de citometria, inmediatamente se adicionaron 10 pl del reactivo de trabajo
FLICA (30X) directamente a la suspension celular, se mezcl6 e incub6 protegiendo de la
luz durante 60 minutos a 37 °C con 5% de CO.. Posteriormente se realizaron dos lavados
con 1 ml de Buffer de lavado del kit y las células fueron precipitadas mediante
centrifugacion a 400 x g durante 5 minutos. Se descarté el sobrenadante y las células
fueron resuspendidas en 400 ul del mismo Buffer. Se detectd la fluorescencia con el filtro
de excitacion de 488 nm vy el filtro de emisién verde en el Citbmetro de flujo BD-FACS
ARIA 1l. Se configuré el Citbmetro de modo que las células viables se encentraran en el
cuadrante apropiado. Para el andlisis 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 Evaluacion de la fragmentacion del DNA mediante ensayo de TUNEL

Para evaluar fragmentacién en el DNA luego de la infeccion con el rotavirus Wtl1-5
adaptado se utiliz6 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 describié anteriormente, en cajas
de 48 pozos. Transcurridas 24 h.p.i las células fueron fijadas con paraformaldehido al 4%
en PBS (pH 7.4) a temperatura ambiente (16-25 °C) durante 60 minutos, se les removio el
medio de cultivo mediante centrifugacion a 400 x g durante 5 minutos y se realizaron dos
lavados con PBS. Para el ensayo las células Reh fueron dispensadas sobre laminas
cubreobjetos, se les adiciono buffer de bloqueo (H>O; al 3% en Metanol), nuevamente se

realizaron dos lavados con PBS vy 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 ul de la solucion TUNEL
de trabajo (mezcla de la enzima recombinante terminal nucledtidil transferasa de timo de
ternero obtenida en E. coli. con la solucion de marcacion que contiene los nucle6tidos en
Buffer de reaccién) por cada laminilla y fue incuba durante 60 minutos a 37 °C en camara
hameda, protegido las laminas de la luz. Como control negativo de la tincion se incubaron
células fijadas, permeabilizadas y solamente se adicioné la solucién de marcacion sin la
enzima de reaccion de TUNEL. Como control positivo de la tincion se incubaron las células
fijadas y permeabilizadas con DNAse | recombinante, grado | (3 U/ml en 50 mM de tris-
HCL, pH 7.5, 10 mM de MgCl, 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 marcacion. Como
controles del ensayo se establecieron células a las cuales no se les inoculo rotavirus y
Células tratadas con 1 mM de H»O, durante los mismos tiempos evaluados.
Simultaneamente se evalud la presencia de antigenos rotavirales y ndcleos, para ello se
adiciond el suero hiper inmune contra proteinas 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 adicion6 0.88 ug/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 adicioné 0.1ug/ml 4',6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI) durante 30 minutos en camara humeda a 37°C protegiendo de la luz.

El porcentaje de células Reh positivas para TUNEL y/o antigenos rotavirales fue
determinado en el total de la poblacion contando las células positivas y negativas en cada
laminilla; el nimero de células positivas se dividié por el total de células. Para la evaluacion
se tomaron cinco fotografias representativas de cada laminilla en un microscopio invertido
de escaneo laser confocal Nikon C1 con el objetivo de 60 X (Nikon). Las imagenes se
obtuvieron con el programa NIS-Elements Advanced Research (Nikon). Las imagenes se

analizaron por medio del programa ImageJ 1.44 Java 1.6.0 20 de 32-bit.

3.1.21 Evaluacion de la fragmentacion del DNA mediante electroforesis

Se empled el kit Apoptotic DNA ladder (Roche® Cat 11835246001). 2 x 10° células/ml
fueron infectadas con un MOI de 1y 6 como se describi6é anteriormente. Se colectaron las

células a las 12 y 24 h.p.i., se adicioné 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 extraccion y recuperacion
del DNA celular, se emplearon tubos filtro provistos de una membrana de fibra de vidrio.
Se usaron 2 x 10° células en un volumen de 200 pl de PBS, a las que se les adicion6é 200
pl de buffer de lisis (6M de Guanidina-HCIl, 10 mM de Urea, 10 mM de tris-HCI, 20%
(Vol/Vol) de Triton X-100. pH 4.4) mezclando inmediatamente. Se incub6 por 10 minutos a
temperatura ambiente (~15 -20°C). Se adicion6 100 pl de isopropanol agitando en vortex
durante 1 minuto. Se combiné 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 descarté el fluido que paso por el filtro y nuevamente se
combinaron el tubo filtro y el tubo colector, inmediatamente se adicion6 en el reservorio
superior 500 pl de buffer de lavado (80 % de etanol absoluto, 29 mM de NaCly 2 mM de
Tris-HCI, pH 7,5) y se centrifug6 por 1 min a 6,2 g y luego 10 segundos a 16,2 g, hasta
remover el buffer de lavado residual. Se descart6 el tubo colector y se insert6 el tubo filtro
con un tubo estéril de 1,5 ml. Para eluir el DNA atrapado en el filtro se usaron 200 pl de
buffer de elucién (10 mM de Tris-HCI, pH 8,5) precalentado a 70°C, repitiendo el
procedimiento dos veces. Se adicioné el buffer de elucién en el tubo filtro y se centrifugd
durante 1 minuto a 6,2 g, almacenando la muestra a -20 °C para su analisis posterior en
un periodo no mayor a 14 dias. Se tomé una alicuota 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 concentracion promedio de 200ng/pl. Como controles
del ensayo se establecieron células a las cuales no se les inoculo rotavirus, células tratadas
con 1 mM de H,O; 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 mezclo 2 ug 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 aplicé un voltaje de corrido de 75 V (5 V/cm)
durante 1,5 horas. Se visualizo 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 Evaluacion de la expresion de la Poli ADP- Ribosa Polimerasa (PARP)
mediante inmunofluorescencia

Se evalud la expresion de la proteina 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 describié anteriormente en cajas de 48
pozos. Transcurridas 24 h.p.i las células fueron fijadas con metanol absoluto frio (-15 a -
25°C) por 30 minutos, se les removié el medio de cultivo mediante centrifugacion 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 laminas
cubreobjetos y se incubaron con 1ul/ml del anticuerpo de conejo anti Poli ADP ribosa
polimerasa en buffer de bloqueo (50 mM de tris-HCI, pH 8, 150 mM de NacCl, 0.3% vol/vol
de Tween 20 y 5% de leche descremada) durante 60 minutos a temperatura ambiente (15-
25°C), a continuacion las células fueron lavadas dos veces con Buffer PBT, e
inmediatamente se incubaron con 0.88 ug/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.
Simultdneamente se evalud la presencia de antigenos rotavirales y nucleos, para ello se
adicioné el suero hiper inmune contra proteinas 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 adicion6 0.88 pg/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 adiciond 0.1ug/ml 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)
durante 30 minutos en camara hiumeda a 37°C protegiendo de la luz. Como control positivo
de la tincidn, las células fijadas y permeabilizadas se incubaron con DNAse | recombinante,
grado | (3 U/ml en 50 mM de tris-HCL, pH 7.5, 10 mM de MgCl; 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 H»0..

El porcentaje de células Reh positivas para PARP y para antigenos rotavirales fue
determinado en el total de la poblacion contando las células positivas y negativas en cada

laminilla; el nimero de células positivas se dividié por el total de células. Para la evaluacion
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se tomaron cinco fotografias representativas de cada laminilla en un microscopio invertido
de escaneo laser confocal Nikon C1, con el objetivo de 40 X. Las imagenes se obtuvieron
con el programa NIS-Elements Advanced Research (Nikon). El andlisis de las imagenes
se realiz6 con el software ImageJ 1.44 Java 1.6.0 20 de 32-bit.

3.1.23 Caracterizacién de la expresion de proteinas de membrana

Para analizar la expresion de las proteinas HSPs (90, 70, 60 y 40), Hsc70, integrina B3 y
PDI en la membrana citoplasmatica se utilizé la técnica de citometria de flujo. Para esto,
las células Reh en fase logaritmica de crecimiento, con viabilidad mayor al 95%
aproximadamente, se fijaron con paraformaldehido al 4% en PBS durante 30 minutos a
temperatura ambiente y se lavaron dos veces con PBS. Se adicion6 50mM de cloruro de
amonio (NH4Cl2) y 0,1 M de Glicina en PBS durante 30 min a temperatura ambiente, e
inmediatamente se adicioné 2 ug/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 aVB3 (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 adicion6 0.88 ug/ml de anticuerpo
secundario conjugado-FITC (Santa Cruz SC-2024) diluido en BSA al 1%, incubandolos
durante 1 h a temperatura ambiente protegiendo de la luz. Se detecté la fluorescencia en
Citébmetro de flujo FACS canto Il. Para el analisis 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 proteinas y su control sin

marcacion.

3.1.24 Ensayo de co-localizacién de antigenos virales con las proteinas de
membrana mediante microscopia confocal

Se sembraron 3.0 x 10° células por pozo en un volumen 400 pl, en cajas de 48 pozos. Las
células sin suplemento de FBS fueron incubadas con el rotavirus Wt1-5 adaptado, como
se describié anteriormente, con MOI 3 a 4 °C durante 60 minutos con el propésito de
adherir el virus a la célula y evitar su internalizacién. Se tomé como tiempo inicial de
infeccidn cuando las células se pasaron de 4 °C a 37 °C. Las células se cosecharon y se
fijaron con paraformaldehido al 4% en PBS en los tiempos 0, 5, 15 y 30 min de incubarse

a 37 °C. Se realiz6 el montaje de las muestras sobre laminas cubreobjetos adicionando 2
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ug/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 B3 (sc-6627) o PDI
(sc-17222) y suero hiper inmune de conejo dirigido contra proteinas estructurales de
rotavirus a un factor de dilucion de 1:2000, diluidos en PBS+BSA al 1% durante 1 h a 37
°C, efectuando posteriormente dos lavados con PBS. Consecutivamente se adicioné 0.88
ug/ml de anticuerpo secundario 1gG anti cabra conjugado-FITC (Santa Cruz SC-2024) y
0.88 pg/ml de anticuerpo secundario IgG anti conejo conjugado-Alexa 568 (Invitrogen
A11004) diluidos en BSA al 1%, junto con 0.1ug/ml 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI).
La incubacién se hizo durante 30 min a temperatura ambiente protegiendo de la luz. A
continuacioén las laminillas que contenian las muestras fueron invertidas sobre laminas
porta objetos, realizando un montaje con glicerol al 70% y sellando los bordes con resina.
Como controles se emplearon células sin marcacién y anticuerpos de control de isotipo

para realizar el ajuste en la potencia de los laser y de las intensidades de fluorescencia.

Para la evaluacion se tomaron cuatro fotografias representativas de cada laminilla en el
microscopio invertido de escaneo laser 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 empleo el
Pinhol small de 30 pym. Se realizé la adquisiciéon de las imagenes con la herramienta Z-
stack. Se realiz6 la adquisicion de imagenes en 16 BITs, previniendo el desenfoque, sin

saturar la imagen, en modo pseudocolor.

Con el propdsito de analizar si los 2 fluorocromos (FITC y Alexa 568) estan localizados en
la misma estructura en un volumen 3D, el andlisis de las imagenes se realizd con el
software ImageJ 1.44 Java 1.6.0 20 de 32-bit, realizando una aproximacion estadistica
basada en coeficientes de correlacion de intensidades (ICCB) sobre la imagen completa,
mediante la medicion 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 10° células por pozo en un volumen 300 pl, en cajas de 48 pozos y se
incubaron a 37 °C con 5% de CO.. Las células Reh en fase logaritmica de crecimiento o
los linfoblastos LLA-B, con viabilidad promedio del 95%, fueron incubados con

concentraciones de 4 ug/ml (Dilucién 1:50) y 0.4 pug/ml (Diluciéon 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 aVB3 (sc-6627) o PDI (sc-17222) y
una concentracion de 0.4 pg/ml (Dilucién 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 Wtl-5 adaptado como se describi6
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 adicion6é 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 adicioné el suero hiper inmune contra proteinas 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 adiciono el anticuerpo secundario conjugado FITC (0.88 ug/ml Santa Cruz
SC-2024) diluidos en PBS + BSA al 1% durante 30 minutos a 37 °C protegidos de la luz.
Se detecto la fluorescencia en el Citémetro de flujo FACS canto Il. Para el andlisis 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 marcacién. Como control se
establecieron células a las cuales no se les inoculo rotavirus. Se realizé el analisis 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

Est& basada en la obtencién de cADN viral mediante transcripcion reversa; se realizé con
el Kit OneStep RT-PCR de QIAGEN®. La RT-PCR se realiz6 usando como molde el
dsRNA viral segun el protocolo establecido por OMS en el Manual de Métodos de
deteccidn y caracterizacion de Rotavirus, version 1.2 de 24/02/2012 (228), al cual se le
realizaron modificaciones en temperatura y tiempo de transcripcion reversa, temperatura
de hibridacién, tiempo de extension y nimero de ciclos: Las condiciones finales de reaccién

para este paso fueron:
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- 1 ciclo de desnaturalizacion a 90°C por 1 minuto.

- 1 ciclo de transcripcién reversa a 50°C por 25 minutos.

- 1 ciclo de desnaturalizacion de cADN a 95°C por 15 minutos.

- Una fase de 20 ciclos asi: desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, hibridacién a
45°C por 30 segundos y extension a 72°C por 1 minuto.

- Fase de extension final 1 ciclo a 72°C por 5 minutos.

Se utilizaron primers especificos para cada fragmento viral en reaccién separada. Ver
Anexo 1. Se obtuvieron amplicones de 896 y 876 pb para el genotipo G y P

respectivamente.

3.1.27 Identificacion de genotipos del aislamiento Wt1-5 por PCR semi-anidada

La identificacion de genotipos se realizé por PCR multiplex semianidada, usando como
molde los amplicones de los genes VP7 y VP4 obtenidos previamente. La reaccion 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 desnaturalizacion de cDNA, y la temperatura de hibridacién. Las condiciones
finales fueron:

- 1 ciclo de desnaturalizacién de cADN a 94°C por 2 minutos

- Una fase de 30 ciclos asi: desnaturalizacion a 94°C por 45 segundos, anillamiento a 45°C
por 30 segundos y extension a 72°C por 1 minuto.

- Fase de extension final 1 ciclo a 72°C por 5 minutos.

Para el gen VP7 se realizé mezcla de “primers” usando como forward 9conl -L y primers
internos reverse para genotipos G1, G2, G3, G4, G8 y G9. Para el gen VP4 se realiz6
mezcla de primers usando como forward Con 3 y primers internos reverse para genotipos
P4, P5, P8, P9, P10y P11.

Se realiz6 separacion 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, tefiido con
SYBR® Safe (Invitrogen). Como buffer de carga se utilizé loading buffer (Invitrogen) y
marcador molecular de DNA 100pb (Invitrogen). El corrido electroforético se realizé a 120
voltios durante 60 minutos y las bandas se observaron bajo luz UV en documentador de
geles BioRAD.



4.Capitulo 4. Resultados

El propésito del presente estudio fue evaluar el potencial efecto oncolitico de un
aislamiento de rotavirus, el cual fue previamente adaptado In vitro al crecimiento en lineas
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 Wtl-5 adaptado en células tumorales mediante la
ejecucion de ensayos In vitro para desarrollar la prueba concepto (POC) que incluya la
evaluacién de los aspectos relacionados con la bioactividad, el potencial mecanismo de
accion y la caracterizacion de la citotoxicidad. Nosotros hemos evaluado la capacidad
infecciosa del rotavirus Wt1-5 adaptado en la linea celular Reh de leucemia linfocitica
aguda y en linfoblastos recuperados de sangre periférica de pacientes en edad pediatrica
diagnosticados con Leucemia Linfoblastica Aguda de precursores B (LLA-B) que no habian
iniciado tratamiento al momento de la recoleccién de la muestra, usando como control de

células no tumorales las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs).

4.1 Infeccidn de células Reh por el rotavirus Wt1-5

Para buscar si la linea celular Reh es susceptible a la infeccién por el rotavirus Wt1-5
adaptado, se llevaron a cabo diferentes ensayos en células Reh en fase logaritmica de
crecimiento, las cuales fueron inoculadas o no con el aislamiento de rotavirus Wtl1-5
empleando multiplicidades de infeccion (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 inoculacién viral con el
proposito 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 analisis inmunoquimico luego
de 24 h.p.i. evaluando la presencia de proteinas estructurales de rotavirus (VP) empleando
suero inmunoespecifico. Se encontré que el porcentaje de células positivas para antigenos
estructurales de rotavirus incrementaba con el aumento de la MOI (Fig. 1A), siendo mayor
en las células cultivadas sin suplemento de FBS, con un maximo de positividad entre 60-
70 %. Se hallaron diferencias significativas en la expresion de antigenos 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 fotografias de los ensayos de
inmunocitoquimica se observan los cambios en la acumulacion de antigenos estructurales
rotavirales en las células inoculadas con el rotavirus Wtl-5 relacionados con la MOI
empleada (Fig. 1B). Comparativamente se observa una mayor acumulacion de antigenos
en las células sin suplemento de FBS al compararlas con los demas grupos de células que
habian sido inoculadas con rotavirus Wt1-5 inactivado con luz UV. Adicionalmente, se
muestran los controles metodoldgicos de células no infectadas, células inoculadas o no
con el rotavirus Wtl1-5, que fueron analizadas exclusivamente con el anticuerpo secundario

para determinar la especificidad de los anticuerpos primarios.

El andlisis de citometria de flujo para antigenos estructurales de rotavirus en células
cultivadas sin suplemento de FBS mostré que la inoculacion con rotavirus Wtl1-5 daba
como resultado una proporcion creciente de células positivas a antigenos de rotavirus de
acuerdo con el aumento en las MOI, en comparacion con las células inoculadas con el
virus inactivado con UV, encontrando un maximo 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
sefal de fluorescencia para las células positivas al antigeno virico de acuerdo con el

aumento en las MOI utilizadas, obteniendo su maximo valor en la MOI de 3 (Fig. 1D).

Mediante ensayos de inmunocitoquimica se examind la acumulacién porcentual de
antigenos 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 mostré que el rotavirus Wtl1-5 adaptado ciertamente se
multiplic6 en células Reh, al reportar una cinética de acumulacion de antigenos
estructurales tan tempranamente como las 4 h.p.i. (alrededor del 8%), y un maximo 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 acumulaciéon de antigenos 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 acumulacion de antigenos. (Fig. 1E). Se evaluo la
presencia de antigenos 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 antigenos se recuperaron en la fraccion de

sobrenadante mediante centrifugacion a 700g. Se detect6 un incremento en la densidad
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Optica (AOD-492 nm) que indica la presencia de antigenos virales en el sobrenadante,
mostrando una acumulacion asociada al aumento de las MOI utilizadas en el ensayo de
infeccion, siendo mayor para las células sin suplemento de FBS en comparacion con las
células suplementadas con FBS (Fig. 1F). En este ensayo no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre las MOl de 1, 2y 3.

Para realizar una aproximacion del ciclo replicativo del rotavirus Wt1-5 adaptado en la linea
celular Reh, se recolectaron extractos del sobrenadante tomadas en los puntos de tiempo
posteriores a la infeccion descritos en la Fig. 1E. Alicuotas 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 dilucion maxima y analizadas mediante inmunocitoquimica. Se encontré que
estos indculos podian producir nuevas particulas virales infecciosas desde las 6 h.p.i. (Fig.
1G). En este ensayo se encontrd un incremento exponencial en las FFU entre las 12 y 24
h.p.i., estancandose entre las 24-48 h.p.i. Todos los andlisis y valores de la desviacion

estandar (SD) se basaron en tres experimentos independientes realizados por duplicado.

El analisis de los resultados sugiere que la linea células Reh de leucemia linfocitica aguda
es susceptible a la infeccion por el rotavirus Wt1-5 adaptado de forma dependiente de la
MOI empleada, permitiendo la formacion 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 infeccion rotaviral.
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4.2 Efectos de lainoculaciéon con el rotavirus Wt1-5 sobre la
viabilidad celular y la permeabilidad de la membrana celular

Para evaluar los efectos que presenta la inoculacién con el rotavirus Wt1-5 adaptado sobre
la viabilidad celular y la permeabilidad de la membrana celular entre las O - 48 h.p.i., las
células Reh en fase logaritmica de crecimiento se inocularon con el rotavirus Wtl1-5
activado con tripsina (MOI 1 a 6) en ausencia o presencia de FBS. La prueba de exclusién
con Azul de Tripan mostré que la viabilidad celular disminuia continuamente a través de
los puntos temporales estudiados posteriores a la inoculacién 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 Tripan se
increment6 desde las 12 h.p.i. para las células inoculadas con una MOI de 6 del rotavirus
W11-5, encontrando una drastica reduccion en la viabilidad, desde el 94% a las O 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 1uM de H.O, 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 proporcién. Estas diferencias son estadisticamente
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 encontrd una reduccién de la viabilidad hasta el 50% en las células Reh no infectadas
entre las 36-48 h.p.i. Asi mismo se observo una disminucion 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
W1t1-5 igualmente se encontré una tendencia hacia la reduccion 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).
Simultdneamente en estos ensayos mediante el uso de una camara Neubauer se cuantificd
el numero de células presentes en el cultivo celular a través de los tiempos post-infeccién
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 morfolégicamente
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 reduccion para la MOI de 6
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(aproximadamente de 1,5x10° células/ml a las 0 h.p.i. hasta menos de 1x10° células/ml
luego de 48 h.p.i.), acercandose a los valores obtenidos en los cultivos de células Reh
tratadas con 1 uM de H;0.. Las MOI restantes (MOI 1, 2, 3) también redujeron el nimero
de células/ml aunque comparativamente en una menor proporcion a partir de las 24 h.p.i.,
encontrando concentraciones intermedias. Se encontraron diferencias estadisticamente
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 nUmero
de células se mantuvo entre 1,5x10° células/mly 2x10° 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 nimero de células entre las 0 y 24 h.p.i. probablemente debido a la
proliferacion celular inducida por los efectos residuales del FBS (Fig. 2B). En las células
Reh cultivadas con suplemento de FBS también se hall6 una tendencia hacia la reduccion
en el nimero de células/ml aunque con una menor proporcion 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 Wtl1-5 a
una MOI de 1 mostraron un aumento en la concentracion celular pasando en promedio de
1,5x10° células/ml a 2,8x10° células/ml entre 0 y 36 h.p.i., probablemente debido a la

proliferacion celular inducida por FBS (Fig. 2D).

Para evaluar el decaimiento en el nimero de células generado por la infeccion rotaviral,
las células Reh fueron marcadas con la tincion CellTrackerTM Blue CMAC Dye (Life
Technologies), una sonda de marcacion celular fluorescente que es retenida por las células
hasta por 72 horas. Seguidamente las células Reh fueron inoculadas o no con el rotavirus
W1t1-5 adaptado (MOl 1 a 6) en medio de cultivo RPMI sin (Fig. 2E) y con (Fig. 2F)
suplemento de FBS. El analisis de las unidades arbitrarias de fluorescencia (AUF) de las
células Reh cultivadas sin FBS marcadas intracelularmente con la tincion revel6 una
reduccion de las AUF para las células inoculadas con rotavirus de manera relacionada
con la MOI empleada. Se obtuvo una reduccion méaxima de las AUF con una MOI 6,
observando una disminucion del 30-37% entre las 24 y 48 h.p.i. La reduccién de las AUF
fue menor para las MOI de 2 y 3, aproximadamente entre el 5-10% respectivamente. La
fluorescencia permanecié 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 1uM de H,O, 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 reduccién en los valores de las AUF para todas las variables
analizadas, exceptuando las células tratadas con 1uM de HO,, donde se obtuvieron
valores comparables a los hallados en las células cultivadas sin FBS (Fig. 2F).
Adicionalmente se evalué 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 elevacion
en las U/L de la LDH desde las 12 h.p.i. en las células sin FBS que fueron infectadas con
el rotavirus Wtl1-5 adaptado a medida que aumenta la MOI empleada. Se encontré una
mayor elevacion 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 elevacién 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 1uM de H.O. mostraron un valor promedio
maximo 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 H>O,. Sin embargo, los MOl de 1y 2 mostraron
una elevacion 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 exclusién
de Azul de Tripan. La actividad de LDH presente en la fraccion de sobrenadantes sugiere
gue la permeabilidad de la membrana celular se ve significativamente afectada por la
infeccion por el rotavirus Wt1-5 de las células Reh de una manera MOI dependiente. Estos
cambios se muestran en las fotografias representativas de los cultivos de células Reh
inoculadas o no con el rotavirus Wtl1-5 adaptado (MOI 0.1-6) en presencia o ausencia de
FBS alas 12 h.p.i. (Fig. 21) y alas 24 h.p.i (Fig. 2J). Para las dos condiciones se reconocen
cambios en la morfologia celular, visualizando irregularidades el contorno celular para las
células inoculadas con rotavirus, siendo més evidentes en las MOl més 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 H,O-. En las células no infectadas o las células
inoculadas con el virus UV inactivado no se observaron estos cambios en la morfologia

celular. En conjunto estos resultados revelan que la infeccion por el rotavirus Wtl1-5
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adaptado disminuye significativamente tanto la viabilidad celular, el nimero de células y la
integridad de las células Reh después de 12 h.p.i. y que este efecto es mas evidente a

valores de MOI mas altos y tiempos de post-infeccibn mas largos.

4.3 Efecto de lainfeccion por el rotavirus Wt1-5 sobre la
actividad redox, el potencial de membrana mitocondrial
(A¥m) y la permeabilidad de la membrana celular

Con el fin de evaluar si la inoculacién 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 analiz6 el efecto de la infeccion 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 disminucion 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 H,O; la actividad se redujo al 0%. Luego de 24 h.p.i. se encontré una mayor
reduccion 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 encontré que las células infectadas redujeron la
actividad oxidorreductiva hasta el 40% de manera uniforme para las MOI de 2, 3y 6. No
se encontraron cambios significativos en los grupos control (Fig. 3B). Las imagenes que
acompafan a las Fig. 3A y Fig. 3B en la parte inferior corresponden a fotografias
representativas del ensayo de Resazurina a las 12 y 24 h.p.i.,, la cual presenta una
coloracién azul débilmente fluorescente hasta que se reduce irreversiblemente por acciéon
de las oxidorreductasas mitocondriales a Resorufina que es de color rosa fluorescente,

utilizdndose como un indicador del estado oxidorreductivo en ensayos de viabilidad celular.
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Se valoré el potencial de membrana mitocondrial (AWm) 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 citometria de flujo
representan la combinacion de ambas tinciones. Las células que mantienen tanto la
integridad de la membrana citoplasmética asi como el AWm (viables) estan en el cuadrante
inferior derecho. El cuadrante superior derecho representa las células que mantienen el
AWm pero han perdido la integridad de la membrana citoplasmatica (células necroticas).
El cuadrante inferior izquierdo representa las células que mantienen la integridad de la
membrana citoplasmética pero han perdido el AWm (células en apoptésis temprana) y
finalmente, el cuadrante superior izquierdo representa las células que han perdido tanto la
integridad de la membrana citoplasmatica como el AWm (células en apoptosis tardia).
Estos resultados indicaron que a las 12 h.p.i. el 81.3% de las células control no infectadas
mantuvieron su AWYm como lo sugirieron sus senales positivas para DiOC6 (3), mientras
gue la proporcidn de células positivas para 7-AAD fue muy baja. Sin embargo, el porcentaje
de células positivas para 7-AAD aument6 significativamente a las 24 y 48 h.p.i. (40.5% vy
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 mayoria 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 permitio distinguir una variabilidad en los
porcentajes de positividad para las tinciones y sus respectivas combinaciones con relacién
a los MOI evaluados. Como tendencia general, se encontré una mayor proporcion de
células positivas para 7-AAD a medida que se incrementa el MOI y los tiempos pos
infeccion (entre el 41.0% hasta el 55.7%). Sin embargo, esta tendencia no fue muy
sistematica ya que algunos tiempos de infeccion mas largos y las MOl mas altas no
necesariamente produjeron porcentajes mas altos de células que sean simultaneamente
positivas a 7-AAD y DIOC6 (3). Inesperadamente, se registré6 un aumento en el porcentaje
de células viables a las 48 h.p.i. Esto puede explicarse por una disminucion en el numero
de células infectadas que experimentan lisis debido a una infeccion viral (por ejemplo, las
células infectadas mueren y las células no infectadas permanecen o proliferan por estimulo

residual de FBS) (Fig. 3C). Comparativamente, los resultados obtenidos en células Reh



Capitulo 4 87

cultivadas con suplemento de FBS, indicaron que a las 12 h.p.i. el 98.2% de las células
control no infectadas mantuvieron su AWYm 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 aumento 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
reduccion en el porcentaje células positivas para DiIOC6 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 % alas 48 h.p.i. La mayoria de las células tratadas con doxorrubicina (93.1%)
eran 7-AAD-positivas a las 48 h.p.i. En este grupo de células, se encontré un incremento
sistematico en la proporcion de células doblemente positivas a medida que se incrementa

el MOl y los tiempos pos infeccion (entre el 17.1% hasta el 47.6%) (Fig. 3D).

Las primeras sefiales de citotoxicidad inducidas por la inoculacion con el rotavirus Wt1-5
(MOI 2) en células Reh sin suplemento de FBS se evaluaron mediante la deteccién de la
exposicion de la fosfatidilserina en la membrana celular externa. Los cambios de
permeabilidad de la membrana celular se evaluaron usando la tincion con 7-AAD, mientras
gue los nucleos se tifieron con Hoechst 33342. Se analizaron imagenes representativas de
estas tinciones a las 24 h.p.i. (Fig. 3E). Las células viables estan representadas por
aquellas que solo fueron positivas para la tinciéon de Hoechst 33342 (azul), mientras que
las células que expresan fosfatidilserina en la membrana citoplasmatica y han perdido la
integridad de la misma fueron positivas tanto para la tincién de anexina V (verde) como de
Hoechst 33342 (azul) (apoptésis temprana). Por otro lado, las células que exponen
fosfatidilserina en su membrana celular externa, fueron positivas para la tincion de anexina
V (verde), 7-AAD (rojo) y Hoechst 33342 (azul) (apoptosis tardia). Las células que habian
perdido su integridad de membrana y que no tenian exposicion a fosfatidilserina solo eran
positivas para la tincion de 7-AAD (rojo) y Hoechst 33342 (azul) (necrosis) (Fig. 3E). El
andlisis 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 mayoria de las células infectadas con rotavirus a MOI 2
eran doblemente positivas para sefales fluorescentes de 7-AAD y anexina V (55% en

promedio), mientras que las células de control no infectadas eran en su mayoria 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 sefales fluorescentes (90% en promedio). Sin embargo, las sefales
fluorescentes no permitieron determinar el porcentaje de células infectadas por rotavirus,
debido a que las células no podian ser fijadas ni permeabilizadas para la evaluacién de
antigenos rotavirales. Todos los andlisis y valores de la desviacion estandar (SD) se
basaron en tres experimentos independientes realizados por duplicado.

4.4 Induccidon de marcadores de muerte celular debido ala
infeccion por el rotavirus Wt1-5 adaptado

Para evaluar la expresion de marcadores de muerte celular, se realiz6 un analisis de la
expresion de las proteinas BAX, Bcl-2, BID y caspasa 3 a las 24 h.p.i. utilizando
microscopia de inmunofluorescencia de células infectadas con rotavirus Wtl1-5 (MOI 2)
cultivadas sin FBS. Las proteinas estructurales de rotavirus se detectaron con anticuerpos
Alexa Fluor 568 (rojo), mientras que las proteinas BAX, Bcl-2 y caspasa 3 se detectaron
con anticuerpos Alexa Fluor 488 (verde) y los nucleos se visualizaron con DAPI (azul) (Fig.
4A). Las sefiales fluorescentes para los marcadores de muerte celular evaluados en las
células no infectadas fueron extremadamente débiles mientras que tales sefales 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 H.O, también
mostraron un incremento en las sefiales fluorescentes para las proteinas BAX, BID y
caspasa 3, excepto para Bcl-2. La asociacion entre la infeccion por virus y la expresion de
marcadores de muerte celular fue evidente en las células infectadas con Wt1-5 (MOI 2)
después del analisis cuantitativo de los porcentajes de células que eran positivas o
negativas para los marcadores de muerte celular estudiados y las proteinas estructurales
virales luego de 24 h.p.i. (Fig. 4B). Este andlisis mostr6 una mayor proporcion de células
simultaneamente positivas entre proteinas estructurales rotavirales y las proteinas BID o
Bcl-2 (88% y 75% respectivamente). La presencia simultdnea entre antigenos virales
estructurales y las proteinas BAX o caspasa 3 se detect6 en un porcentaje
significativamente menor de células que el encontrado para las proteinas celulares BID o
Bcl-2 (entre el 28% y el 34 %).
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Los porcentajes de células que muestran sefiales positivas solo para BAX o caspasa 3
fueron similares a los encontrados para células que son simultdneamente positivas para

proteinas estructurales virales y BAX o caspasa 3 (Fig. 4B).

Para analizar adicionalmente el efecto citotoxico de la infeccién por el rotavirus Wt1-5 (MOI
1 - 3) en las células Reh cultivadas sin FBS luego de 24 h.p.i., se analizé la expresion de
los marcadores caspasa 3 y 8 activas. Los histogramas de la citometria de flujo de las
células infectadas y no infectadas se superpusieron para evidenciar visualmente los
cambios. El andlisis de las células positivas y negativas indicé 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 MOl empleada también se
incrementa, pero el aumento de la caspasa 3 fue mas pronunciado que el de la caspasa 8
(Fig. 4C). La expresion incrementada de estas caspasas se relacioné positivamente con
el aumento de las MOI en comparacién con las células de no infectadas y las células

infectadas con virus inactivados con UV (Fig. 4C).

Se evalub la expresiéon de algunas proteinas 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
analisis us6 anticuerpos contra las proteinas celulares BAX, BAX activado, Bcl-2, BID, pro-
caspasa 3, caspasa 3 activada, citocromo C, COX-V, Smac/Diablo, rotavirus VP6 y -
actina (Fig. 4D). Se realizd6 el andlisis la densidad relativa de las proteinas para cada
variable encontrando que las células infectadas mostraron una expresion relativa
aumentada de BAX activa, caspasa 3 activa y Smac/Diablo, mientras que Bcl-2 mostré una
expresion disminuida en comparacion con las células control no infectadas. Las células
inoculadas con rotavirus Wt1-5 inactivado con UV mostraron una expresion aumentada de
BID (Fig. 4E). En general, estos resultados sugieren que la infeccion por el rotavirus Wtl-
5 en células Reh puede inducir mecanismos de muerte celular directos e indirectos

relacionados a la MOI empleada y los tiempos pos infeccién analizados.
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4.5 Induccion de la fragmentacidon del DNA por la infeccion con
el rotavirus Wt1-5

Para examinar la forma en que la infeccion por el rotavirus Wt1-5 podria inducir la muerte
celular, se infectaron las células Reh en la fase logaritmica 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 tefiidas con la prueba TUNEL-FITC (verde) para evidenciar las
rupturas en el DNA. Las proteinas estructurales de rotavirus fueron evidenciadas
empelando anticuerpos Alexa Fluor 568 (rojo) y el nucleo celular fue tefiido con DAPI (azul)
(Fig. 5A). El ensayo de inmunofluorescencia mostré un incremento significativo de la
poblacién celular positiva para la sefial fluorescente del ensayo TUNEL, que se relaciona
con el aumento en la concentraciéon del inéculo 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 proporcién
de células positivas para TUNEL también se incrementd significativamente (Fig. 5A). La
cuantificacién de células simultaneamente positivas para TUNEL (verde) y para antigenos
estructurales de rotavirus (rojo) indicé que su porcentaje se incrementd 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 simultdneamente negativas tanto para TUNEL

como para rotavirus disminuy6 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 (MOl 1y 6) alas 12y 24 h.p.i. y se analiz6 mediante
electroforesis en gel de agarosa. Los resultados indicaron que las células inoculadas con
rotavirus Wt1-5 presentaron una mayor fragmentacion inter y oligonucleosomal del DNA
celular que era compatible con un patron de fragmentacion de DNA apoptético en
comparacion con los patrones electroforéticos para el DNA de células no infectadas,
células infectadas con rotavirus UV inactivado y células tratadas con H,O, usadas como
control (Fig. 5C). También determinamos la expresion del fragmento de 89 kDa de la
proteina PARP-1 (la proteina PARP-1 es escindida por la caspasa 3 generando el
fragmento de 89 kDa) usando un anticuerpo especifico conjugado con FITC (verde) en
células Reh infectadas con rotavirus Wt1-5 luego de 24 h.p.i. Los antigenos estructurales
de rotavirus se marcaron con Alexa Fluor 568 (rojo). Los resultados de la

inmunofluorescencia indicaron que el fragmento de 89 kDa de la proteina PARP-1 aument6
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su sefial fluorescente al aumentar la MOI en comparacion con las células control no
infectadas o inoculadas con el rotavirus UV inactivado. Sin embargo, la escisién de PARP-
1 en células infectadas fue menor que la observada en células control tratadas con DNAse
| (Fig. 5D). El analisis cuantitativo de las imagenes de la Fig. 5D mostr6 que el porcentaje
de células que son simultaneamente positivas para el fragmento de 89 kDa de la proteina
PARP-1 y para antigenos estructurales de rotavirus aumenté 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 mayoria negativas para ambas tinciones (83%
en promedio) y exclusivamente positivas para PARP-1 en aproximadamente un 17% de la
poblacion celular. Las células inoculadas con Wt1-5 inactivado con UV fueron igualmente
negativas para ambas tinciones en su mayoria (84% en promedio), mientras que las
células tratadas con DNAse | 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
gue la infeccién por el rotavirus Wtl-5 es capaz de inducir la fragmentacion inter vy

oligonucleosomal del DNA, una caracteristica clave de la muerte celular apoptética.

4.6 Proteinas de superficie celular e infeccién por el rotavirus
Wt1-5

Para evaluar el papel de algunas proteinas celulares localizadas en la membrana
citoplasmatica de las células Reh en la infeccién por el rotavirus Wtl1-5, mediante ensayos
de citometria de flujo se examiné el perfil de expresion de las proteinas celulares HSPs
(90, 70, 60 y 40), Hsc70, PDI e integrina B3 usando anticuerpos dirigidos contra estas
proteinas, se encontr6 que todas las proteinas probadas mostraron niveles detectables,
pero la expresion de HSPs mostré una gran variacion. Los porcentajes de niveles de
expresion se distribuyeron en el siguiente orden: Hsp90 (92.3%), PDI (39.6%), Hsc70
(30.9%), integrina B3 (29.1%), Hsp70 (28.3%), Hsp60 (10.9%) y Hsp40 (3,2%) (Fig. 6A).
El valor mas alto en la intensidad media de fluorescencia (MFI) se observo para la proteina
Hsp70 (6800 AUF), seguido de las proteinas Hsp90 y Hsp60, mientras que los valores mas
bajos se observaron para las proteinas Hsp40, Hsc70, integrina B3 y PDI (Fig. 6B).
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Para establecer una potencial participacion de las proteinas analizadas en el proceso de
infeccion por el rotavirus Wt1-5 en la linea celular Reh, las células fueron pre tratadas con
anticuerpos policlonales dirigidos contra las HSPs (90, 70, 60 y 40), Hsc70, PDI e integrina
B3 antes de la inoculacion del rotavirus Wt1-5 (MOI 2). Posteriormente mediante citometria
de flujo se evalué el porcentaje de células positivas para antigenos estructurales de
rotavirus luego de 24 h.p.i. Los resultados indicaron que la incubacién previa y separada
de anticuerpos dirigidos contra las proteinas de interés logran una reduccion en el
porcentaje de células positivas para antigenos estructurales virales, aunque esta
disminucion ocurre en diferentes proporciones para cada tratamiento, se relaciona con su
concentracion, siendo mas evidente cuando los anticuerpos para todas las proteinas
probadas se afiadieron por separado a 4 ug / ml (Fig. 6C). El mayor efecto negativo sobre
la acumulacién de proteinas estructurales de rotavirus fue causado con el uso de
anticuerpos dirigidos contra la proteina Hsp70, mostrando una reduccion del 82% en la
infeccidn en relacién con células no tratadas con anticuerpos (Las células no infectadas se
usaron para normalizar el 100% de la infeccién). Mientras que el uso de anticuerpos
dirigidos contra las proteinas Hsp90 o PDI redujo la acumulacion de proteinas virales
estructurales en un 65% y un 26%, respectivamente (Fig. 6C). El pretratamiento de células
con anticuerpos a una concentracion de 0,4 ug / ml produjo efectos inhibidores similares a
los observados con las concentraciones de anticuerpos de 4 ug/ ml. Inesperadamente, la
mezcla de anticuerpos a una concentracion de 0,4 ug / ml cada uno, no produjo efectos
inhibidores aditivos sobre la acumulaciéon de las proteinas estructurales virales (Fig. 6C).
Los efectos inhibidores del pretratamiento con anticuerpos dirigidos contra las proteinas
celulares sobre la acumulacion de proteinas estructurales de rotavirus también se
estimaron en términos de unidades arbitrarias de MFI (Fig. 6D). Esta estimacién mostré
gue una inhibicién significativa de la acumulacion de proteina estructural viral solo fue
causada por el pretratamiento con anticuerpos dirigidos contra las proteinas Hsp90, Hsc70,
Hsp70y la integrina B3 cuando se usaron a una concentraciéon de 4 ug / ml. Los anticuerpos
empleados a una concentracion de 0,4 ug / ml, no redujeron la acumulacion de antigenos
virales, excepto los dirigidos contra la integrina B3, tampoco la mezcla de todos los

anticuerpos ensayados (Fig. 6D).

Para evaluar el efecto de los anticuerpos contra las proteinas celulares sobre la viabilidad
celular, las células Reh se incubaron por separado con anticuerpos dirigidos contra las

proteinas Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp40, Hsc70, PDI e integrina 3 y se determind su
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actividad oxidorreductiva mitocondrial luego de 24 h.p.i. usando la prueba de reduccion de
Resazurina (Fig. 6E). La mayoria de los anticuerpos probados en las dos concentraciones
empleadas (4.0 o 0.4 ug / ml) no afectaron significativamente la viabilidad celular. Sin
embargo, se observo una ligera disminucion en la viabilidad celular (entre el 10% al 20%)
cuando se realiz6 el pretratamiento celular con anticuerpos contra las proteinas Hsp90,
Hsc70 o PDI a la concentracion méas alta usada (4 yg / 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 H,O- se usaron como control negativo de la viabilidad
celular. Un anticuerpo no relacionado (anti virus Y de la papa) también se usé como control.
La imagen que acompafia a las Fig. 6E en la parte inferior corresponde a una fotografia
representativa del ensayo de Resazurina a las 24 h.p.i.

La viabilidad celular determinada con la prueba de exclusién con Azul de Tripan mostré un
perfil similar al encontrado con la prueba de reduccion de Resazurina (Fig. 6F). Dado que
los anticuerpos utilizados reaccionan con las proteinas de la superficie celular, parece
plausible sugerir que las proteinas celulares estudiadas estan involucradas en la entrada
de virus, sin excluir otros efectos intracelulares inducidos por anticuerpos que podrian

contribuir al éxito del ciclo de vida del virus.

4.7 Colocalizacion de las proteinas HSPs, PDl y 83 con
antigenos estructurales del rotavirus Wt1-5

Dado que se ha informado que el rotavirus usa proteinas de la superficie celular de células
MA104, tales como Hsc70, PDI e integrina B3, queriamos determinar si las proteinas
estructurales del rotavirus Wt1-5 co-localizan con las proteinas celulares Hsp90, Hsp70,
Hsp60, Hsp40, Hsc70, PDI e integrina B3 en las células Reh. Para evaluar esta eventual
colocalizacion, las células Reh se inocularon con rotavirus Wt1-5 (MOI 6) como se indic6
anteriormente. Las células infectadas se cosecharon a los 0, 5, 15 y 30 minutos después
de la inoculacion y luego se fijaron con PFD. Las proteinas celulares indicadas se hicieron
reaccionar con los anticuerpos correspondientes y se detectaron con anticuerpos
marcados con Alexa Fluor 488 (verde), mientras que las proteinas estructurales del
rotavirus Wtl1-5 se detectaron con anticuerpos marcados con Alexa Fluor 568 (rojo) y los

nucleos se visualizaron con DAPI (azul).
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Las células se analizaron mediante microscopia confocal utilizando un enfoque estadistico
global que ejecuta andlisis de coeficiente de correlacion de intensidad (ICCB) y determina
el coeficiente de correlacion de Pearson y el coeficiente de correlacién de Mander para los
canales verde y rojo (Fig. 7A - G). Después de este andlisis, se encontrd colocalizacion
entre las proteinas estructurales del rotavirus Wt1-5 y las proteinas Hsp90 (Fig. 7A), Hsp70
(Fig.7B), Hc70 (Fig. 7C) y la integrina B3 (Fig.7D) a los 0, 5 y 15 minutos después
inoculacion (indice de Pearson de 0.793 a 0.928 y indice de Mander de 0.814 a 0.952).
Esta correlacion disminuyé después de 30 min después de la inoculacion. La colocalizacion
de las proteinas estructurales virales con la proteina PDI mostr6 indices de correlacion no
especificos (indice de Pearson de 0,382 a 0,611 e indice de Mander de 0,41 a 0,703) (Fig.
7E). No se encontraron indices de correlacion significativos entre los antigenos
estructurales de rotavirus y las proteina Hsp60 (Fig. 7F) y la proteina Hsp40 (Fig. 7G)
(indice de Pearson de 0.329 a 0.462 y indice de Mander de 0.406 a 0.517).

4.8 Descripcion de la cohorte de pacientes en edad pediatrica
diagnosticados con leucemia linfoblastica LLA-B donantes
de las muestras de sangre periférica para larecuperacion de
linfoblastos.

Se colectaron muestras de sangre periférica (SP) de 34 pacientes en edad pediatrica (O-
18 afos) con diagnostico inmunofenotipico confirmado de leucemia linfoblastica aguda de
precursores B (LLA-B) realizado en aspirados de medula 6sea (AMO), que fueron
atendidos en el servicio de Oncohematologia pediatrica de la Fundacion 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 diagnéstico inicial de leucemia
linfoblastica aguda de precursores B que no habian iniciado tratamiento al momento de la
recoleccién. Fueron incluidas muestras de pacientes con riesgo bajo, intermedio (estandar)
o alto al momento del diagnéstico, que hayan tenido recuentos de leucocitos en sangre
periférica > 5000 cel/mm?3, con porcentajes de > 20% de blastos reportados en el extendido
de sangre periférica (SP), quienes autorizaron el uso de las muestras de SP para
investigacion del rotavirus Wt1-5 como potencial virus oncolitico. Este estudio fue aprobado
por el comité de ética de la Fundacién HOMI y de la Facultad de Medicina de la Universidad
Nacional de Colombia antes de la recoleccién de muestras y de la revision de las bases

de datos, conservando el principio de privacidad y confidencialidad.
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Se obtuvieron datos clinicos de interés tales como la edad, el sexo, el recuento de
leucocitos, el % de blastos en SP, el diagnostico de inmunofenotipo (B comun, Pro B, Pre
B o Mixta B/Mieloide), el reporte de los estudios de cariotipo (normal, monosomia,
hiperploidia, o no realizado) y de citogenética (translocaciones t 4:11, t 9:22 y t 12:22) y
finalmente el desenlace clinico resultante (remision, recaida 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
inclusion y exclusién del estudio, las cuales en su mayoria tuvieron un diagnéstico de
inmunofenotipo de LLA-B comun (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 nUmero de muestras obtenidas de acuerdo al porcentaje de linfoblastos hallados
en el extendido de sangre periférica, visualizados mediante la tincién 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),
monosomia en un 8.8% (n=3), hiperploidia 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 andlisis para tres
translocaciones analizadas (t 4:11, t 9:22, t 12:22), se reporté como negativo, positivo 0 no
reportado (Fig. 8D). La mayoria de las muestras fueron negativas para las translocaciones
estudiadas (entre el 61.7% al 76.4%). Se encontr0 positividad para la t 9:22 en un 20.5%
(n=7)y paralat12:22 (n=8) (Fig. 8D). La distribucion etaria de las muestras se encontrd
en un rango entre los 0-16 afios, con un pico entre los 5 y 6 afios (Fig. 8E). Se encontré
una distribucidn 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 clinicos de las muestras de linfoblastos LLA-B

L’ AE years’ Gender Phendzee PB-blast [%) t4:11 t12:21 t9:22 Karyugge Risk Death/Relaese
1 6 F Common-B-cell-ALL 93.05% - - - ot done ntermediate No
2 14 F Common-B-cell-ALL 72.52% - lon-metaphases ntermediate No
3 13 F Common-B-cell-ALL T1.72% - - #6 XX. Normal. Intermediate No
4 12 F Common-B-cell-ALL 73.42% Not done + un—metaghasss H_ig[\ Death
5 5 F Common-B-cell-ALL 41.99% - - #6 XX. Normal Intermediate No
6 14 F Pre-B-ALL 75.51% - U6 XX. Normal ntermediate No
7 16 M Common-B-cell-ALL 65.90% - Not done - lon-metaphases ntermediate No
38 9 M Common-B-cell-ALL 80.15% Not done | Notdone | Not done M7 XY. + 21. Sd Down. H_igt\ Re\agse
S 7 F Pre-B-ALL 84.30% Not dene | Notdone | Not done Not done ntermediate No
10 5 M Common-B-cell-ALL 67.68% Not dene | Notdone - ot done High Relapse
1 6 F Common-B-cell-ALL 50.68% - - - jon-1m ntermediate No
12 3 M Common-B-cell-ALL 81.77% Notdone | Notdone | Not done W6 XY. Hyperploidy. Trisomies 4, 12,15, 20,22 in one image High No
13 14 M Pro-B-ALL 94.60% 46 XY. Normal High Relapse
14 10 L Common-B-cell-ALL 73.32% U6 XY. Normal ntermediate No
15 0.7 F Mixed- B/Myeloid-ALL | 93.72% - = - 16 XX, t(11g+;17g-) High Death
16 5 M Common-B-cell-ALL 81.50% Not done | Notdone Notdone M7 XY.+21.Sd Down. ntermediate Death
- - z S | — N g;(j; Double translocation t(Sp+;22q-). Trisomy 21 with pk y 8t(1q i -
13 5 F Common-B-cell-ALL 84% #6 XX. Normal H_igb No
19 4 F Common-B-cell-ALL 89.83% + cr\—metaphases High No
20 9 L Common-B-cell-ALL 54.10% ﬂr\-mstaphasss ntermediate No
21 3 L Common-B-cell-ALL 86.94% ot done ntermediate No
22 5 F Common-B-cell-ALL 94% #6 XX. Normal H_igb No
23 7 M Common-B-cell-ALL 44.34% - - - #6 XY. Normal Intermediate No
24 6 M Common-B-cell-ALL 97.73% Not dene | Notdone | Not done Not done High No
25 12 F Common-B-cell-ALL 94.41% - U6 XX. Normal ntermediate No
26 1 L Common-B-cell-ALL 85.45% - - ﬂr\-mstaehasss lr\termed'\ata No
27 5 M Common-B-cell-ALL 86.87% Not done Not done Not done M6 XY. Monosomy 21 in two images. High No
28 12 F Common-B-cell-ALL 84.06% Not done | Notdone | Not done Non-metaphases High No
25 9 F Common-B-cell-ALL 60.79% - - - 16 XX. Hyperploidy, 51 chrom mes. domil of chrom mes 12 and 21. High No
30 16 M Common-B-cell-ALL 88.93% - + - #6 XY. Normal H_ig[\ Re\agss
31 2 M Common-B-cell-ALL 83.62% - - - 46 XY. Normal High No
32 6 M Common-B-cell-ALL 39.98% - + - W5 XY-17(1), 45 XY-19(2), 45 XY-21(1), 45 XY(15). High No
33 5 F Pro-B-ALL 48.60% - Not done - lon-metaphases. Standard No
34 5 F Common-B-cell-ALL 63.81% - - - #6 XX. Normal [ntermed'\ate No

Tabla de datos de las muestras de linfoblastos obtenidos de pacientes diagnosticados con LLA-B que no habian iniciado
tratamiento al momento de la recoleccion. Los datos mostrados son la edad, el sexo, diagnostico fenotipico mediante
citometria de flujo, porcentaje de linfoblastos en sangre periférica al diagndstico, analisis citogenético para translocaciones t
4:11, t 12:21 o t 9:22, cariotipo, el riesgo al momento del diagnéstico y si presentaron recaida o muerte durante los dos
primeros afios tras el diagnostico.

ALL: acute lymphoblastic leukemia, PB-blast: peripheral blood blasts.

4.9 Evaluacion de la susceptibilidad a la infeccion por el
rotavirus Wtl1-5 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 infeccién 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 centrifugacion empleando tubos CPT-BD™de 8 ml con heparina
sédica (la recoleccion y andlisis se desarrollaron individualmente de forma asincrénica).
Luego de su recuperacion, 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 infeccion (MOI) desde 0.5 hasta 6. Luego de 24 h.p.i. los
linfoblastos fueron analizados mediante citometria de flujo para evaluar la presencia de
proteinas estructurales de rotavirus (VP). Se encontr6 una proporcion creciente de células
positivas a VP de rotavirus con el aumento de la MOI (Fig. 9A), con un maximo 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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expresion 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
analisis realizado en 10 muestras de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs)
mostré un porcentaje maximo del 10% de positividad para VP en la MOI mas alta (Fig. 9E).
El analisis de la intensidad media de fluorescencia (MFI) del ensayo de la Fig. 9A, mostro
un incremento en la MFI relacionado con la MOI, siendo igualmente mayor para la MOI de
6, sin embargo las MOI de 0.5, 1y 2 tuvieron valores de MFI similares (Fig. 9B), mientras
gue 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 examinoé la acumulacion 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 andlisis
de las VP mediante citometria de flujo mostré una acumulacién de antigenos 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
maximo 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 18y 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 andlisis de la MFI del ensayo de la Fig. 9C report6 una tendencia
similar en relacion a la acumulacion de la sefial fluorescente asociada a la MOl usada (Fig.
9D), mientras que este mismo analisis realizado a las PBMCs de la Fig. 9G revel6 que la
MFI no cambi6 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
fotografias 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 nucleo fue marcado con DAPI (azul). Como complemento se muestra la superposicion
de imagenes (Merged) y la Microscopia de Contraste Diferencial interferencial (DIC). El
andlisis cualitativo de las imadgenes mostro la presencia de antigenos VP de rotavirus en

el citoplasma de los linfoblastos LLA- B (Fig. 9l) pero no en las PBMCs (Fig. 9J).
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4.10 Efectos de lainoculacion 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
evalud la integridad de la membrana citoplasmética mediante el ensayo de exclusion con
Azul de Tripan en 8 muestras LLA-B y en 10 muestras del grupo control PBMCs. El ensayo
mostro que en los linfoblastos inoculados con rotavirus la permeabilidad al Azul de Tripan
aumenta progresivamente con el incremento en la MOl empleada, partiendo de una
reduccion 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 incremento
significativamente la permeabilidad al Azul de TripAn en comparacion con los grupos
control de células no infectadas y células inoculadas con rotavirus UV inactivado,
observando una reduccién maxima del 10% en la viabilidad celular (Fig. 10D). Para ambos
grupos celulares el tratamiento con 1uM de H20. comprometié completamente la integridad

de la membrana permitiendo la incorporacién de la tincion.

Se examinaron las consecuencias de la infeccion 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 disminucion en la actividad
oxidorreductiva a partir de la MOI de 1 (12%), encontrando una mayor reduccion 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 H.O: 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 hallé

una reduccién del 5 % y del 18 % respectivamente (Fig. 10E).

Con el propésito de confirmar los hallazgos encontrados en los anteriores ensayos, se
analizé el potencial de membrana mitocondrial (AWYm) 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

citometria de flujo representan la combinacion de ambas tinciones. Las células que
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mantienen tanto la integridad de la membrana citoplasmética asi como el AWm (viables)
estdn en el cuadrante inferior derecho. El cuadrante superior derecho representa las
células que mantienen el AWm pero han perdido la integridad de la membrana
citoplasmaética (células necroticas). El cuadrante inferior izquierdo representa las células
que mantienen la integridad de la membrana citoplasmética pero han perdido el AYm
(células en apoptdsis temprana) y finalmente, el cuadrante superior izquierdo representa
las células que han perdido tanto la integridad de la membrana citoplasmatica como el
AWm (células en apoptoésis tardia). Los ensayos indicaron que los linfoblastos control no
infectados mantuvieron su AWm 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 H>O; los porcentajes de células se encontré un 44.3% de células
son positivas para 7-AAD y negativas a DIOCB6, indicando un compromiso a nivel de la
membrana citoplasmatica y en el AWYm. La marcacién permitié 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 AWm, 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 marcacion al encontrado en el grupo control de células no infectadas (Fig. 3D)
indicando un efecto citotéxico 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 desviacion

estandar (SD) de dos experimentos independientes realizados por duplicado.
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Figura 11. Evaluacion de la viabilidad celular luego de lainoculacion 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 andlisis de la viabilidad celular con el test de exclusion 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 determiné
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 empled rotavirus previamente inactivado con luz UV (UV/Wt1-5) (MOI 2). El nimero 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
analisis mediante citometria de flujo del potencial de membrana mitocondrial (delta ) evaluado con DIOC6(3) y de la
permeabilidad de la membrana citoplasmatica 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- apoptéticas y no necréticas) estan presentes en el cuadrante inferior derecho. El cuadrante superior derecho
representa las células Necroéticas. El cuadrante inferior izquierdo representa células en apoptosis temprana. El cuadrante
superior izquierdo representa las células en apoptosis tardia. 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 condicion.

4.11 Analisis 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 analiz6 la expresion de VP rotavirales mediante citometria de flujo.
Los resultados mostraron que los linfoblastos inoculados con rotavirus Wtl1-5 presentaron
una mayor proporcién promedio de células positivas a antigenos de rotavirus relacionada
con el aumento en las MOI, encontrando un promedio de acumulacion de antigenos
rotavirales del 25% en la MOI 2, con un maximo de 82% y un minimo de 1%. La positividad
de antigenos 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 maximo de
12% y un minimo 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 sefial de fluorescencia para
los linfoblastos LLA-B inoculados con rotavirus de acuerdo con la MOI utilizada, obteniendo
su maximo valor en la MOI de 2. Este incremento no se observo en las células PBMCs
control (Fig. 11B). Llama la atencion en estos dos analisis que en los resultados de los
linfoblastos infectados se denota una distribucién en 3 grupos caracteristicos, teniendo un
grupo aparentemente resistente a la infeccién, un grupo medianamente susceptible y un

grupo altamente susceptible.

Para evaluar los efectos que presenta la inoculaciéon 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 1y 2) y cultivados sin FBS.
Se determind la viabilidad celular mediante la prueba de exclusion con el Azul de Tripan 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
(méxima del 96% y minima del 38%) y con un promedio del 75% en la MOI 2 (méxima del
92% y minima del 18%). Estas diferencias son estadisticamente 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 desviacion
estandar (SD) de dos experimentos independientes realizados por duplicado. El andlisis
de los resultados sugiere que los linfoblastos LLA-B son susceptibles a la infeccién por el
rotavirus Wt1-5 adaptado de forma dependiente de la MOl empleada y que su replicacion
genera efectos citotoxicos en estas células, mientras que las PBMCs no son igualmente

susceptibles, sugiriendo una selectividad del efecto oncaolitico.
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Figura 12. Analisis de infectividad del rotavirus Wt1-5 adaptado en linfoblastos LLA-B obtenidos de sangre periférica
de pacientes con diagnostico 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 empled rotavirus previamente inactivado con luz UV (UV/Wt1-5) (MOI 2), luego de 24 h.p.i. las células
fueron fijadas con PFD (paraformaldehido) y permeabilizadas. La Fig. 11A corresponde al analisis por citometria de flujo
para la evaluacion de la expresion de antigenos estructurales de rotavirus. En la Fig. 11B se representa la intensidad media
de fluorescencia (MFI) para antigenos 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 analisis del porcentaje de viabilidad de
linfoblastos LLA-B y las PBMCs, determinada con la prueba de exclusion de Azul de Tripan. Los valores de todos los ensayos
representados corresponden a la mediana de dos experimentos independientes por muestra obtenida de cada paciente. El
numero de muestras analizadas en los ensayos con linfoblastos fue n= 34 y en las PBMCs fue n=34. Las muestras fueron
recolectadas asincrénicamente.
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4.12 Analisis de la expresion de las proteinas Hsp90, Hsp70,
Hsp60, Hsp40, Hsc70, B3 y PDI en la membrana
citoplasmatica de los linfoblastos LLA-B y de las PBMCs

Se examiné el perfil de expresion de las proteinas celulares HSPs (90, 70, 60 y 40), Hsc70,
PDI e integrina B3 en los linfoblastos LLA-B (n=34) y en las PBMCs (n=34) no infectados
mediante ensayos de citometria de flujo usando anticuerpos dirigidos contra estas
proteinas. Al analizar el porcentaje poblacional de expresion en los linfoblastos se encontré
gue todas las proteinas probadas mostraron niveles detectables, excepto para Hsp60 y
Hsp40 siendo mayores para los linfoblastos LLA-B. Los porcentajes de expresié promedio
en los linfoblastos se distribuyeron de la siguiente manera: Hsp70 (25%), Hsp90 (21%),
PDI (18%), Hsc70 (10%), integrina B3 (3%), Hsp60 (1%) y Hsp40 (0,5%), mientras que en
las PBMCs se reporté lo siguiente: Hsp70 (17%), Hsp90 (8%), PDI (3%), Hsc70 (4%),
integrina B3 (4%), Hsp60 (0%) y Hsp40 (0%) (Fig. 12A). Al determinar los valores de MFI
para la expresion de proteinas en los linfoblastos se encontré que el valor promedio mas
alto se observo para la proteina Hsp90 (550 AUF), seguido de las proteinas Hsp70 (490
AUF) y Hsc70 (320 AUF), PDI (110 AUF), mientras que los valores mas bajos se
observaron para las proteinas Hsp60, Hsp40 e integrina 3. Con relacion a los resultados
encontrados en las PBMCs los valores de MFI fueron estadisticamente inferiores para
todas las proteinas examinadas, con valores de MFI por debajo de 100 (AUF) (Fig. 12B).
Sin embargo es notorio que en estos dos andlisis, los resultados de los linfoblastos LLA-
B muestran una distribucion en 3 grupos caracteristicos, teniendo un grupo con una alta
expresion, un grupo con una media expresion y un grupo con una baja expresiéon. Mientras

gue en la poblacion de células PBMCs la distribucion es mas homogénea.

Con el propésito de establecer una expresion simultanea de las proteinas de interés en
cada una de las muestras se realiz6 un perfil comparativo de la expresion porcentual para
esta, mediante un analisis 3D scatter Plot representados en los ejes XYZ entre las
proteinas de la membrana citoplasmética Hsp90 (eje X), Hsp70 (eje Y), Hsp60, Hsp40,
Hsc70, B3 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 encontré una asociacion en la expresion
porcentual poblacional para las proteinas Hsp90, Hsp70 y B3 (n=8), Hsp90, Hsp70 y Hsc70
(n=5) y para Hsp90, Hsp70 y PDI (n= 4), mientras que los linfoblastos que presentan baja

expresion de Hsp90, Hsp70 igualmente presentan una baja expresién de Hsp60 y Hsp40
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(Fig. 12 C). Este mismo andlisis aplicado a las células PBMCs report6 una uniformidad

hacia la baja expresion de todas las proteinas (Fig. 12 D).

Para establecer la participacion de las proteinas analizadas en la infeccién por el rotavirus
W1t1-5 en los linfoblastos LLA-B, las células fueron pre tratadas antes de la inoculacién del
rotavirus Wt1-5 (MOI 2) con anticuerpos policlonales dirigidos contra las HSPs (90, 70, 60
y 40), Hsc70, PDI e integrina 3. Luego de 24 h.p.i. las células fueron analizadas para
antigenos estructurales (VP) de rotavirus mediante citometria de flujo. Los resultados
indicaron que la incubacion anticuerpos dirigidos contra las proteinas de interés de forma
individual logran reducir el porcentaje de células positivas para VP. De forma similar a lo
sucedido en la linea cular Reh (Fig. 6C), esta disminucién ocurre en diferentes
proporciones para cada anticuerpo y se relaciona con su concentracion, siendo mas
evidente cuando los anticuerpos son adicionados a 4 ug / ml. El mayor efecto sobre la
disminucion de la infeccién fue causado con el uso de anticuerpos dirigidos contra las
proteinas Hsp90, Hsp70, Hsc70, PDI y B3, mostrando una reduccion del 80%, 78%, 71%,
70% y 70% respectivamente. (Las células infectadas se usaron para normalizar el 100%
de la infeccion). Mientras que el uso de anticuerpos dirigidos contra las proteinas Hsp60 o
Hsp40 no logran disminuir el porcentaje de células positivas para proteinas virales
estructurales. La mezcla de anticuerpos a una concentracion de 0,4 ug / ml cada uno, fue
el tratamiento que redujo en una mayor proporcion la infeccion pero no produjo efectos
inhibidores aditivos sobre la acumulacién de VP (20% de infeccion) (Fig. 12E). También
se analizé la acumulacion de proteinas estructurales de rotavirus también se estimaron en
términos de unidades arbitrarias de MFI en los linfoblastos pre tratados con anticuerpos
contra las proteinas de superficie. Esta estimacion mostré una disminucion de la MFI para
antigenos VP de forma significativa con el pretratamiento con anticuerpos dirigidos contra
las proteinas Hsp90, Hsc70, Hsp70 o la combinacion de todos los anticuerpos (Fig. 12F).
En conjunto estos resultados permiten sugerir que las proteinas celulares HSp90, Hsp70,
Hsc70, B3 y PDI estan involucradas en la entrada de virus, sin excluir otros efectos
intracelulares inducidos por anticuerpos que podrian contribuir con la disminucién de éxito

de la replicacion viral.



Capitulo 4

113

“p=U an} SONEd Se| ua A ¥ =u any soise|qojul] So| ua sodianonue uod 0anbojg ap SoAesua so| ua sepezijeue Sensanw ap oJawnu |3
‘sajuelpend so| Jeisnle ered odnosi ap [043u0d ap sodisndnue uoJesn aS "oln)) ap BJNSWOND dURIPAW SBRINIONASS SafelIARIo) souabjiue ap eouasald e] onjeAs aS olpawoid BloUSISI0N|) 9P BIPSW pepIsusiul

e| ensanw 4271 "6B14 e A uolddsul ap 9 |9 eluasaidas 3zT ‘B4 e ‘sepezigeswltad A (opiyaprewloeled) Y44 uod sepelly opuals I'd'y $Z Se| B selsanw uoJseds|od as “euisdi) uod opeanoe ayuswelnald
(z @p I0N) opeidepe G-TIA\ SNJIARIOI [ UOD UoJenNdoUl 8S A sopeAe| uolezieal as oban| ‘eioy | ayelnp g9 A 1ad ‘0/9SH ‘0 ‘09 ‘0/ ‘06dsH seujajoud se| enuod sopibuip sapeuojoljod sodianonue ap w6
+'0 A Jw/Br ¢ ap S8u0IDeNUBIUOD UOD SOPBYNIUI UoJaN g- 1T SOISe|qojul| SO| Sisifeue a1sa Jejjoliesap ered ‘g-y17 solse|qojul] so| ap |dd A €9 ‘029SH ‘OdsH ‘09dsH ‘0/dsH ‘06dsH eonewse|do)o eueiquiaw
®©| ap seulalold se| ap epuenodwi e| ezieue as 42T ‘Bi4 A 3gT Bi4 se| u3g 'ug-Z€ ap 0°0T 10|dewbiS a1/emyos |9 uod 0zi[eal 8s Soyep So| ap Sisieue |3 "gg o1oedsa un us ZAX Sald so| us sopejuasaldal uos
solep so7 "[04u0d odnib |ap SONGd Se| ered sope)nsal so| uejuasaidal as qgzT ‘Bi4 e| us A g-y17 soise|qoull so| ap |ad A €9 ‘029SH ‘0OpdsH ‘09dsH ‘0/dsH ‘06dsH eonewse|doyo eueiquiaw e| ap seujajoid
se| a1jud uoisaldxa ap afejuaalod |ap onnesedwod 10|d Janeds g sisiieue |9 ewseld as OzT ‘B4 B] ug 'soAesus sajualalip SOP ap SoAleIUasaldal uos sopeynsal s01s3 "sajuelpend so| Jeisnle ered |01U0d
owod odios| ap |0J1U0d ap sodiandiue uosesn as ‘g-y17 sessanw se| eled A [01JU0d SO Se| ap Sseujslold se| ap eun eped eied (4N]) BIDUSISAION|) BP BIpaW pepisuaiul e| eljuasaidal gzT "bi14 e1e1 'g-v11
sensanuw se| esed A sQNgGd [01U09 odnub |ap sepezijeue seujalold se| ap eun eped ered ugisaidxa ap saleluadalod soj ensanw yzT "6i4 e 'ye=u an} SQINFd Se| ua A € =u an} S0ISe|gqojul| SO| ua seujalold se| ap
uoisaldxa ap soAesua so| Ua sepezijeue sesisanw ap oJawnu [J ‘olnyy ap eJ18WOND dBlUBIPaW g-\y 1T SOISe|qojull So| ap A SOINdGd Se| ap eanewse|dold eueliqwaw | us seujajold se| ap ugisaldxa e| gzijeue as

‘ojuajwerel) opeldiul
uey ou anb g-y17 sald A oues |0J1u0d odnib [ap SONGd se| ap eonjewse|do}d eueiqwaw .| ud |ad A €9 ‘029SH ‘opdsH ‘09dsH ‘02dsH ‘06dsH seulajoid se| ap uoisaidxa e| ap sisljeuy ‘€T einbi4

0 0
zy zy
3 3
s g
00z = o2 T 1" g
ul ] p— S
- > 0 o s 09 m.
[}
.3 . 0or S > 3
L S ) SN g SN 08 = 8 08
SN ™ " 18 - (
jw/B1 0 [ Jw/Bi [ yeu 009 004 pe=u 7 \\, -
TV 1e>-8 . ‘a 1V 1192-9 P J
«/4ll{/\‘ \‘\\
X X X
“ r F TS r o S &S
b & O & F P & O @ F S
Tonny .WW w- P 0
Wﬂlwm ra -“' (I-rw wmmmrmamn d L] SN —J = H
A 1 R+
. ° v * v m.
Ir4=} . 0001 ® Ve " v Ve
3 5 . g c rllov R
e wves QQ m . w oo - .-M
8 z
- N .lu_ . . . . . o “ 09 %
= . + [0002 W . — . : 5
- e . . T ~ . — 08 b=
; 083 J .= =
N < b S
" s ve=u SOWEd v ® . . -
lw/Bi pof ., w6 | (1117 ye-u TIV 11909 © = %= lgoog ve-u SOWEd ¥ 03 001
A p=u ye-u TIV 199G * :
'm .

o
<



114 Caracterizacion del potencial oncolitico del aislamiento rotaviral Wt1-5 en cultivos primarios de leucemia
linfoblastica aguda de precursores B

4.13 Correlacion entre expresion de las proteinas Hsp90, Hsp70,
Hsc70, B3 y PDI con los % de infeccion y muerte celular de
los linfoblastos LLA-B y las PBMC:s.

Para establecer una potencial asociacion entre la expresion de antigenos virales, la
disminucion de la viabilidad y la expresion de las proteinas celulares HSPs (90, 70, 60 y
40), Hsc70, PDI e integrina B3 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 realiz6 un
andlisis 3D scatter Plot, donde el eje X representa la muerte celular analizada mediante la
prueba de exclusion con Azul de Tripan, la expresion de las proteinas en la membrana
citoplasmaética se representa en el eje Y, y la expresion de antigenos estructurales (VP) de
rotavirus para en el eje Z. El nUmero de muestras analizadas fue n= 34. La (Fig. 13A)
muestra el andlisis 3D scatter Plot comparativo para las células no infectadas y la (Fig.
13B) muestra el andlisis de células inoculadas con el rotavirus inactivados, encontrando
en ambos ensayos un porcentaje poblacional de muerte promedio del 20%, con una
expresion mayor del 50% para las proteinas Hsp70, Hsp90, Hsc70 y PDI en 6 muestras.
La (Fig. 13C) indica los resultados para los linfoblastos inoculados con una MOl 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 encontré que los linfoblastos LLA-B que presentaban
mayores porcentajes de expresion de VP virales, simultaneamente presentaron una mayor
expresion de proteinas Hsp90, Hsp70 e intermedias de Hsc70, B3, PDIy 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 comparacién con los grupos
control de células no infectadas o células inoculadas con virus UV inactivado (Fig. 13D).
Estos hallazgos se corroboraron mediante el analisis del coeficiente de correlacion
(regresion lineal) entre el % de infeccién y el porcentaje de mortalidad luego de 24 h.p.i.
en linfoblastos LLA-B infectados o no con rotavirus Wtl1-5 (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
1y la (Fig. 13H) para la MOI de 2. El célculo de la regresion lineal para predecir el
porcentaje de muerte celular asociada al porcentaje de infeccién encontrd un valor p <
0.0001 y un r? de 0.794 para la MOI 2, un valor p < 0.0001 y un r? de 0.422 para la MOI 1,

un valor p < 0.0004 y un r? de 0.418 para las células inoculadas con rotavirus UV inactivado



Capitulo 4 115

a MOI 2 y un valor p < 0.0003 y un r? de 0.127 para las los linfoblastos no infectados,
sugiriendo que la muerte celular es debida a la infeccién por el rotavirus Wt1-5 adaptado.

El analisis de correlacion 3D scatter Plot en las PBMCs (Fig. 14A-D) que asocia la
expresion de antigenos virales, la disminucion de la viabilidad y la expresion de las
proteinas celulares, encontr6 que en este grupo celular los porcentajes de expresion de
VP virales son considerablemente menores a los hallados en los linfoblastos LLA-B, y asi
mismo presentaron una menor expresion de proteinas HSPs (90, 70, 60 y 40), Hsc70, PDI
e integrina 3, 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 andlisis de regresion lineal de las PBMCs (Fig. 14E-H) muestra los resultados del calculo
regresion lineal para predecir el porcentaje de muerte celular asociada al porcentaje de
infeccion 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 encontré un valor p < 0.0001 y un r> de 0.741
para la MOI 2 (Fig. 14H), un valor p < 0.0001 y un r? de 0.512 para la MOI 1 (Fig. 14G),
un valor p < 0.0002 y un r> de 0.415 para las células inoculadas con rotavirus UV inactivado
a MOI 2 (Fig. 14F), y un valor p < 0.0001 y un r? de 0.503 para las los linfoblastos no
infectados (Fig. 14E). Sugiriendo que las PBMCs son resistentes a la infeccion y muerte

celular asociadas a la infeccion por el rotavirus Wt1-5 adaptado.
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4.14 Andlisis multivariado de las muestras de linfoblastos LLA-B
y PBMCs.

Se realiz6 un analisis de componentes principales (en espafiol ACP, en inglés Principal
component analysis, PCA) para las variables infeccién (en % y MFI), muerte celular (en
%), y expresién de proteinas 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 gréfica del andlisis de los linfoblastos LLA-B mostré claramente dos diferentes
grupos en las composiciones vectoriales. En el grupo correspondiente al primer
componente se encontraron agrupadas las variables de expresiéon de proteinas (% y MFI)
para las proteinas Hsp70, Hsp60, Hsp40, Hsc70, PDI y B3, asi 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 infeccion y muerte celular
(% y MFI) asi como la MFI de la Hsp90. En general la diferencia en las desviaciones
estdndar (SD) se encontraba entre 0.1 - 0.25. Estos resultados sugieren que la
susceptibilidad a la infeccién por el rotavirus Wt1-5 adaptado y la muerte celular asociada
a la infeccién se relacionan principalmente con la intensidad en la expresion de la proteina
Hsp90 de la superficie celular, sin que mediante este analisis podamos descartar la
asociacion funcional bioldgica con las demas proteinas debido a la orientacion vectorial

cercana hacia el primer componente (Fig. 15A).

La gréafica del analisis de componentes principales de las PBMCs mostré 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 infeccion y
muerte celular (% y MFI) y Hsp90 (%), conexas con una orientacion vectorial opuesta para
la expresion de las proteinas Hsp70 y PDI (MFI) y Hsp60 (%). Dentro de los grupos
divergentes se resaltan la agrupacion hacia el primer componente de las variables no
infeccion (%) y la expresion de la integrina B3 (MFI), la expresion de la Hsc70 (%) con no
infeccion (MFI) y una con una orientacion vectorial opuesta para la expresion de la integrina
B3 (%). Estos resultados sugieren que la mayor expresion de la Hsp90 (%) puede
relacionarse con cierto grado de susceptibilidad a la infeccion por el rotavirus Wtl1-5 en las

PBMCs y que aquellas células que se encuentran infectadas con rotavirus mueren.
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También se puede sugerir que la expresion de la integrina B3 (%) se relaciona de forma

opuesta con la no infeccién.

En las (Fig. 15C y 15D) se muestran esquematicamente mediante una matriz los
resultados del andlisis de correlacion 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 correlacién de cero se indica en color crema claro, un valor de
correlacion de 1 se indica en color rojo y un valor de correlacion de -1 se representa en
color verde. Para los linfoblastos LLA-B los resultados de correlacion mostraron una
correlacion positiva entre susceptibilidad a la infeccién (MOI 1y 2) y la expresion de las
proteinas Hsp90, Hsp70 tanto en % como en MFI y con las proteinas Hsc70 y PDI en MFI
(indice de Pearson entre 0.5-0.9). También se encontré una correlacion positiva para la
expresion simultanea de las proteinas Hsp90, Hsp70, Hsc70 y PDI en % y MFI (indice de
Pearson entre 0.6-0.95) (Fig. 15C). Al aplicar este analisis a las PBMCs se encontré una
correlacion positiva significativa entre la susceptibilidad a la infeccién (%) y los porcentajes
de muerte celular (%) (indice de Pearson entre 0.45-0.75), y una correlacion negativa entre
la expresion de las proteinas (baja) y la susceptibilidad a la infecciéon por el rotavirus Wtl-
5 (indice de Pearson entre -0.45 y - 0.95). Confirmando la asociacion biolégica entre la
presencia de estas proteinas en la membrana citoplasmatica y la susceptibilidad a la

infeccion.

Con el proposito de establecer una relacion entre algunas de las variables recolectadas de
la historia clinica con los resultados del laboratorio, se desarroll6 un analisis de
correspondencias multiples para las variables que se mencionan a continuacion: % de
blastos en sangre periférica, presencia de anomalias citogenéticas, recaida, muerte del
paciente, compromiso del SNC, Riesgo al momento del diagndstico (riesgo estandar,
intermedio o alto), fenotipo de la leucemia (B-Comun, Pro-B, Pre-B o Mixta B/mieloide), %
de expresion en % de las proteinas HSP (90, 60, 70, 60, 40), Hsc70, PDI y B3, Infeccién 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% Yy 66.7%-100%) para cada una de las variables. En este andlisis llama la
atencion la asociacion entre la expresion de las proteinas Hsp70 (66-100%) y la Hsc70 (0-
32%) con el alto riesgo al momento del diagnoéstico, el compromiso del SNC y la muerte
de los pacientes, asi como la relacion entre la expresion de la proteina PDI (33-45%) con

la susceptibilidad a la infeccion (33-65%) y la muerte celular (33-100%). También se
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reportd la asociacion entre la expresion de las proteinas Hsc70 (33-65%), la Hsp70 (33-
65%) y la integrina B3 (33-65%). Por otro lado también se denota la relacién entre el riesgo
de recaida de los pacientes con leucemia LLA-Pro B, como también la correspondencia en
la expresion 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 proteinas
Hsp90, Hsp70, Hsc70, B3 y PDI como marcadores de riesgo clinico y de susceptibilidad a
la infeccién por el rotavirus Wtl-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 Caracterizacion electroferotipica y genotipica del rotavirus
Wt1-5 adaptado.

Para caracterizar el patron de corrido electroforético del dsRNA del rotavirus Wtl1-5
adaptado se extrajo el dsRNA viral con la técnica estandar 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 tefiido con plata.
En la (Fig. 16A) el primer carril corresponde al aislamiento Wt1-5, el carril nimero 2
corresponde al aislamiento Wt1-1 y el tercer carril al aislamiento Wt-2. En estos ensayos
se encontr6 que los patrones de migracién electroforética fueron esencialmente los
mismos, mostrando 11 segmentos gendmicos con un patrén de distribucién estandar de
rotavirus del grupo A de 4-3-2-2. En la (Fig. 16B) se muestra la distribucién del tamafio
del genoma del rotavirus Wt1-5 adaptado mediante una gréafica de densidad. Se muestran
3 picos principales que se corresponden al rango de tamafios de los segmentos rotavirales
aproximadamente desde los 660 a 3,300 nucledétidos, cuyo tamafio gendémico 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.

1L (%) (24 hup.i.) Infected calls (MFI) (24 h.p.i.) Call d (%) (24 h.p.i) | ) (MFI)
| Wonint Juwpwnss] wits or 1) [wat s (w0 2)| wonint [uvywes s wits ot 1) [wats imos 2)] womin [ uvwts s [ wins mor ) | wias moi2) [ spso [ wspo [ nspso [ wspao (wscra | g3 [ poi | wspso [wspro | mspeo | epao [ wscrn [ g3 | eor
[T o0z | oa 04 271 a7 EX] 752 — [ 121 37 | 1959 |2 - W
2| 17 85 190 861 891 5.4 80 13207140 250\ 2260 |2742| 456 | 110 | 1011 | 101 | 289
[3 19 29 133 362 560 106 03 162 | 7.0 .1 116 85 12 3 298 3 72
0.1 75 102 493 524 38 38 33 _.l_l_ 0.8 2779 21 27 87 150 27 231
[5] 14 23 254 368 03 58 36 41 8011 312 | 567 | 160 | 137 | 301 | 196 | 403
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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 infeccion, la intensidad media de fluorescencia (MFI) de la infeccion,
el porcentaje de muerte celular, el porcentaje de expresion y la MFI de las proteinas Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp40, Hsc70,
B3y PDI al momento de la recoleccion de las muestras previamente al desarrollo de los ensayos de infeccién. 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, B3: 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.
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1 [ 08 0.9 18 26 12 49 56 54 2, 10. P . L X 0 |51 330 | 78 | 12 [ 27 | 120 | 21 | 10
2 | 11 14 36 49 25 63 78 82 03] 10 | 51 [ 25 | 12 | 58 | 122 |17
3 | 06 08 28 32 2% 106 110 108 24 13 | 11 [ a4 | 3 [ 20 [ 33 [0
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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 infeccidn, la intensidad media de fluorescencia
(MFI) de la infeccién, el porcentaje de muerte celular, el porcentaje de expresion y la MFI de las proteinas Hsp90, Hsp70,
Hsp60, Hsp40, Hsc70, B3 y PDI al momento de la recoleccién de las muestras previamente al desarrollo de los ensayos de
infeccion. 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, B3: Integrin beta 3, PDI: Protein
disulfide isomerase.
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Para realizar la identificacion genotipica del rotavirus Wt1-5 adaptado se realizé6 RT-PCR
y PCR semi-anidada para la amplificacién 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
genotipificacién del genotipo G (VP7), encontrando una amplificacion para el segmento
VP7 (tamafio 896 pb) y para los genogrupos G3 (tamafio 464 pb) y G4 (tamafio 403 pb)
sefialados con flechas blancas. La (Fig. 16D) muestra los resultados para la
genotipificacién del genotipo P (VP4), encontrando una amplificacion para el segmento
VP4 (tamafio 876 pb) y para los genogrupos P4 (tamafio 483 pb) y P11 (tamafio 112 pb)
sefialados con flechas blancas. Las especificidades de los cebadores (Primer) para VP4 y
VP7 se evaluaron comparandolos con secuencias de referencia de la base de datos de
GenBank. Este analisis in silico confirmoé las especificidades de todos los cebadores. Las
secuencias de los cebadores empleados para la genotipificacion pueden ser consultadas
en el Anexo 1.

4.16 Analisis filogenético del rotavirus Wt1-5 adaptado

En la (Fig. 17) se muestra el analisis filogenético mediante la representacion de filogramas
gue indican las relaciones genéticas de las secuencias parciales de nucleétidos de los
genes VP1, VP2, VP3, VP4, NSP1 y NSP3 del rotavirus Wtl-5 adaptado obtenidas
mediante secuenciamiento del dsRNA viral (para consultar las secuencias del rotavirus
W11-5 adaptado ver Anexo 2), con las cepas de referencia de rotavirus Wa, Wi, 69M, RRYV,
UK, YM y OSU reportadas en las bases de datos de GenBank. Las relaciones evolutivas
se dedujeron mediante la alineacién de secuencias multiples con la herramienta MUSCLE
(MUItiple Sequence Comparison by Log- Expectation) y con el método de ensamblaje
dirigido al genoma viral basado en fuentes de informacion VirusTAP (Viral Genome-
Targeted Assembly Pipeline). Se us6 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 numeros al lado de las notaciones del filograma sefialan el

distanciamiento evolutivo de las secuencias analizadas (0= cercania, 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 mostré una mayor
homologia. El andlisis de los contig muestra los siguientes resultados: Para el contig >Wt1-
5contig _3 la longitud reportada fue de 1881 nt y present6é una homologia del 99.95% con
el segmento 1 del dsRNA (longitud de 3269 nt) de un rotavirus del grupo A (Wa, G1,; P8)
gue codifica para la proteina 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 presenté una homologia 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 proteina VP2
(GenBank Ref: KT694940.1) con un score de distanciamiento evolutivo de 0.00019. Para
el contig >Wtl-5contig _2 la longitud reportada fue de 2495 nt y presenté una homologia
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 proteina 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 presenté una homologia 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
proteina VP4 (GenBank Ref: FJ423137.1) con un score de distanciamiento evolutivo de
0.00105. Para el contig >Wtl1-5contig _4 la longitud reportada fue de 1449 nt y present6
una homologia 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 proteina 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 nty presentdé una homologia 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 proteina NSP3 (GenBank Ref: AF190170.1) con un score de
distanciamiento evolutivo de 0. Los demas segmentos genomicos del rotavirus Wt1-5 no
estuvieron representados en los conting reportados por el ensamblaje de la secuencia.
Para consultar los resultados del alineamiento multiple con las cepas de referencia Wa,
Wi, 69M, RRV, UK, YM y OSU ver Anexo 3.
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5.Capitulo 5. Discusioén

El tratamiento del cancer busca constantemente hallar nuevas y mejores metodologias
terapéuticas y los investigadores interesados en este tema suman esfuerzos para
encontrar modalidades de terapia basadas en el conocimiento de la biologia molecular del
cancer. Dentro de estas nuevas terapias, los virus oncoliticos 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 Biologia Molecular de Virus de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional de Colombia han reportado que varios aislamientos de rotavirus
pueden infectar diversas lineas celulares tumorales tales como células Sp/2 Ag-14
(Mieloma murino), U-937 (linfoma histiocito humano), PC-3 (Adenocarcinoma de prostata
humano), KATO-3 (Adenocarcinoma gastrico humano), A549 (Carcinoma pulmonar
humano) y MCF-7 (Adenocarcinoma de seno humano); encontrando que estos
aislamientos rotavirales pueden tener propiedades oncoliticas, pero no tienen citotoxicidad
en los fibroblastos primarios sanos o células mononucleares de sangre periférica (PBMCs)
(37).

En este trabajo, encontramos que la linea celular de leucemia linfocitica aguda Reh y los
linfoblastos LLA-B son permisivas a la infeccibn por el rotavirus Wtl-5 adaptado
aumentando constantemente con el tiempo y dependiendo de la MOI utilizada.
Adicionalmente, al tomar diluciones de alicuotas del sobrenadante que fueron recolectados
en diferentes momentos posteriores a la infeccion 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
infeccion por rotavirus Wtl1-5. Estos resultados son consistentes con los encontrados por
Carrefio J. y Eichwald C., quienes encontraron que la acumulaciéon de antigenos virales
comienza incluso tan tempranamente como 2 h.p.i. con un aumento tanto en el nimero
como en el tamafio de los viroplasmas con el tiempo, y este incremento dependié de la
MOI utilizada, sugiriendo que nuevos viroplasmas pequefios se generan constantemente

durante el ciclo de replicacion al depender de la MOI usada para alcanzar una



130 Caracterizacion del potencial oncolitico del aislamiento rotaviral Wt1-5 en cultivos primarios de leucemia
linfoblastica aguda de precursores B

concentracion critica de las proteinas rotavirales NSP2 y NSP5 y sefialan una duracién
promedio del ciclo viral entre 8 a 10 h.p.i. en células MA104 permisivas (231, 232). El
hallazgo de la permisividad a la replicacion 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 hepatico (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 infeccién 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 proteinas de la capside interna y las proteinas de la capside 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 cromatografia de
afinidad con proteina A no fueron responsables de la neutralizacion de la infeccion por
rotavirus observada con la suplementacion de FBS. Por otro lado Estes y colaboradores
usando un ensayo de fijacion del complemento, no pudieron detectar anticuerpos contra
rotavirus en preparaciones comerciales de FBS. Sin embargo, encontraron que la inclusion
de FBS en el medio de crecimiento viral disminuy0 la infectividad de rotavirus de 5 a 15
veces (235). Concluyendo que la neutralizacion de la infeccion por rotavirus asociada con
la suplementacion de FBS puede ser el resultado de la actividad antiproteasa sérica o de
las inmunoglobulinas bovinas que no se unen a la proteina A. Adicionalmente, estos
autores postulan que debido a que no se conoce que los rotavirus causen infeccién In
Utero, la presencia de anticuerpos especificos 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 produccién de nuevas particulas virales infecciosas con
otras lineas celulares tales como MA104 o CaCo2 asi como con otras cepas rotavirales de

referencia, para asi establecer la eficacia real del rotavirus Wt1-5.

El presente estudio evalué algunas sefiales muerte celular asociadas con la infeccion por
el rotavirus Wt1-5 adaptado en los linfoblastos LLA-B y la linea de leucemia linfoblastica
humana Reh como un enfoque para comprender la muerte inducida por este potencial virus
oncolitico. Encontramos que la inoculacion con rotavirus Wt1-5 en los linfoblastos LLA-B 'y

en células Reh, indujo cambios en la permeabilidad de la membrana citoplasmética y la
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expresion de sefiales de muerte celular relacionadas con apoptésis, encontrando un
incremento en el porcentaje de células positivas para DiIOC6, 7-AAD, LDH y Caspasas 3y
8 en células infectadas, ademas de la condensacion de la cromatina y la fragmentacion del
DNA (TUNEL y PARP). En este estudio también se encontr6 que la infeccion por el
rotavirus adaptado llevd a la disminucion de la actividad oxidorreductiva mitocondrial.
Todos los anteriores efectos fueron uniformes en la linea celular Reh, pero se han
encontrado diferencias individuales en los blastos LLA-B de aislados de los pacientes. Las
seflales de muerte celular evaluadas indican un mecanismo de muerte apoptotica
principalmente, aunque existe una poblacién celular que muestra un perfil de muerte
relacionado con necrosis. Estos modos de muerte celular muestran una dependencia de
la multiplicidad de infeccién (MOI) empleada, mostrando un perfil apoptético con MOI bajas
y Necrosis a mayores dosis de inoculo viral. Sin embargo, las células Reh infectadas por
rotavirus parecen experimentar lisis, en su mayoria de forma dependiente de la
concentracion del inoculo viral. Hemos reportado que incluso la inoculacion con el rotavirus
W11-5 UV inactivado genera algunas sefiales de muerte celular en una baja proporcion de
las células Reh, los linfoblastos LLA-B y las PBMCs, observando la ausencia o la muy baja
proporcion de apoptosis en etapa temprana, sugiriendo que el inicio de la apoptosis en

estas células requiere la replicacion 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 liberacién del citocromo C de las
mitocondrias, liberando vesiculas extracelulares que expresan marcadores de cuerpos
apoptéticos y exosomas (236, 237); mientras que el rotavirus induce oncosis en células
MAZ104, donde la infeccion por virus afecta la integridad de la membrana celular sin inducir
la fragmentacion del DNA o la formacion de cuerpos apoptoticos, mediante el compromiso
de la homeostasis i6nica 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 exposicion a rotavirus RRV o CRV-8, paralelamente
en estas células se redujo la actividad metabdlica y la viabilidad celular, induciendo
externalizacion de fosfatidilserina en células MA104 y HT-29, y fragmentacion del DNA en
células Caco-2 luego de 11 h.p.i. (239) Curiosamente estos autores también reportan que
la exposicion de las células MA104 al rotavirus inactivado o al dsRNA del rotavirus RRV
también alteraron la integridad de la monocapa del cultivo, induciendo pérdidas mas tardias

de la funcion celular que no estaban relacionadas con la apoptosis, concluyendo que la
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iniciacion de la apoptosis y el mecanismo de muerte celular inducido por la infeccion por
rotavirus dependen del tipo de célula y el grado de diferenciacion. Igualmente se ha
reportado que las proteinas rotavirales NSP4 y NSP6 pueden afectar las funciones
mitocondriales durante la infeccion por rotavirus (240, 241). Bhowmick R. y colaboradores
muestran evidencia de la translocacion de NSP4 a las mitocondrias durante la infeccion
temprana resultando en la disipacion del potencial de membrana mitocondrial durante la
infeccion por el rotavirus y sefialan que la proteina NSP4 ejerce su efecto proapoptotico al
interactuar con la proteina translocadora de nucleétidos de adenina y el canal anionico
dependiente del voltaje de la mitocondria, lo que produce la disipacion del potencial
mitocondrial, la liberacion de citocromo ¢ de las mitocondrias y la activacion de las
caspasas, sugiriendo que la sefal apoptética temprana es iniciada por la expresién de
NSP4 (241). Adicionalmente, la infeccion por el rotavirus RRV en células MA104 activo a
la proteina proapoptética Bax y lo mas importante, los siRNA contra Bax inhibieron
parcialmente la liberacion de citocromo ¢ en células infectadas con rotavirus RRV,
sugiriendo que la disfuncién mitocondrial inducida por rotavirus depende de Bax (242). Por
otro lado, Bagchi P y colaboradores han demostrado que la proteina no estructural NSP1
de la cepa de rotavirus A5-16 suprime la apoptosis inducida por el virus para facilitar el
crecimiento viral mediante la activacién de vias de pro supervivencia como la via 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 apoptética
mediante la interaccién con el dominio de unién al DNA de p53, dando como resultado la
ubiquitinacion y la degradacion proteasomal de p53 (243). En conjunto estos hallazgos
pueden especulativamente explicar la baja mortalidad encontrada en los linfoblastos LLA-

By la linea Reh durante las primeras 12 h.p.i. y mayores luego de este periodo.

La interaccion entre los virus y sus células huésped se caracteriza por interacciones entre
los receptores de la superficie celular y las proteinas estructurales del virus que facilitan la
entrada. Una vez dentro de la célula huésped, muchas proteinas codificadas por virus
pueden modificar los patrones de transcripcion y traduccién celular para favorecer la
multiplicacién del virus. En este sentido, quisimos estudiar la implicacién de algunas
proteinas de la superficie celular en la infeccion de los linfoblastos LLA-B y la linea celular
Reh por el rotavirus Wt1-5 adaptado, en particular con las proteinas HSPs (Hsp90, 70, 60
40), Hsc70, B3 y PDI localizadas en la membrana citoplasmética. Se ha demostrado que

las proteinas Hsc70, PDI e integrina aVp3 localizadas en la membrana citoplasmatica
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interactian con proteinas estructurales de rotavirus durante el proceso de entrada en
células MA104 o Caco-2 (22, 29, 31, 100). Estas proteinas celulares, ademas de algunas
proteinas de choque térmico (HSP), también se han asociado con malignidad celular. Aqui,
encontramos mediante citometria de flujo y andlisis de epifluorescencia diversos niveles
de expresion de las proteinas de interés en los linfoblastos LLA-B y la linea celular Reh,
hallando una expresién moderada-alta de Hsp90 y Hsp70 en su superficie citoplasmética,
Hsc70, PDI e integrina B3 se expresan en niveles bajos, mientras que Hsp60 y Hsp40
estan generalmente ausentes. Estos resultados nos llevaron a examinar la implicacion de
estas proteinas en la infeccion de los linfoblastos y de la linea Reh. La preincubacion de
las células con anticuerpos contra Hsp90, Hsp70, Hsc70, PDI o integrina 3 dio como
resultado una disminucion de la infeccion viral, lo que sugiere que estas proteinas celulares
participan en cierta medida en el proceso de entrada del rotavirus Wt1-5 adaptado. Dado
gue este tratamiento con anticuerpos en las células fue capaz de reducir aunque no por
completo la infeccion por rotavirus, se sugiere que el rotavirus adaptado estudiado parece
haberse adaptado para utilizar moléculas de superficie celular alternativas como vias de
entrada, sin embargo otros mecanismos endociticos del virus, como las integrinas a2p1,
a4B1, aXp2, los Gangliosidos, el Acido Siélico, la macropinocitosis o la captacion mediada
por caveola no fueron probadas en este trabajo. Aqui hemos demostrado que las proteinas
celulares que reaccionan con sus respectivos anticuerpos caen dentro de los tres tipos
principales de proteinas de la superficie celular requeridas por la entrada en la célula
huésped. Por ejemplo, la integrina B3 es una molécula de superficie celular que media la
union 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 a2B1 y avB3, y la proteina de choque térmico Hsc70
como receptores e ingresan en las células MA104 a través de una via no mediada por
clatrina o caveolina que depende de una dinamina funcional y de la presencia de colesterol
en la superficie celular (245). Ademas, se ha informado que la inhibicion especifica de
Hsp90 intracelular disminuye la infeccion por la cepa de rotavirus humano KU y la cepa de
rotavirus de simio SA11 a través de la modulacion de las proteinas de sefializacion celular
(246). Sin embargo, la implicacion de otras proteinas 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 mas estudios.
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Los virus oncoliticos dependen de su tropismo especifico por células neoplasicas para
inducir la muerte de las células tumorales. En el presente trabajo, mostramos que el
rotavirus Wt1-5 adaptado interactla con las proteinas de superficie celular Hsp90, Hsp70,
Hsc70, PDI y B3, pero no con Hsp60 o Hsp40 durante los primeros 15 minutos pos
infeccion. Probablemente, estas proteinas celulares desempefian un papel durante los
primeros pasos de la entrada de rotavirus Wt1-5 en las células Reh, ya que se observo
una colocalizacion temprana entre las proteinas estructurales virales y algunas de las
proteinas celulares estudiadas. Sin embargo, estas proteinas celulares pueden
desempenfiar otras funciones ademas de simplemente facilitar la entrada del virus. No se
puede excluir que estas proteinas 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 caracteristicas mas relevantes de los virus y para poder replicarse necesitan
una interaccion coherente entre el virus y la célula huésped, que comienza con la unién
del viribn a los receptores de la superficie celular antes de la entrada en la célula,
finalizando con la produccién de nuevos viriones (247). Dentro de estos receptores las
proteinas Hsc70, Hsp70, Hsp90, PDI y B3 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, podria
explicar el tropismo celular y tisular de estos virus, sefialando la importancia de

mecanismos moleculares comunes, en lugar de una molécula en particular.

La identidad genética del rotavirus Wt1-5 (genotipos G y P) mostré que este pertenece al
Grupo A, con amplificacion del segmento VP7 para los genogrupos G3 y G4, y con
amplificacién del segmento VP4 para los genogrupos P4 y P11. Este resultado puede ser
debido a que el rotavirus Wt1-5 adaptado proviene de la adaptacion de 5 aislamientos de
rotavirus (Wtl, Wt2, Wt3, Wt4, y Wt5) aislados de heces de nifios en la ciudad de Bogota,
sugiriendo que se obtuvo este perfil por reassortment genémico entre los aislamientos
parentales utilizados. Sin embargo, la identidad genética de los segmentos genémicos
reordenados aun debe establecerse. Justamente las caracteristicas del genoma de los
rotavirus, que estd compuesto por once segmentos de RNA bicatenario (dsRNA) permite
gue la evolucién y la diversidad de los rotavirus se base en la recombinacién genomica, la

acumulacion de mutaciones puntuales, la recombinacién intragénica y la transmision
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interespecie (253, 254). Al revisar la distribucion de los grupos de rotavirus circulantes en
Colombia durante el periodo epidemiolégico en el cual se recolectaron las muestras para
la purificacion de los aislamientos rotavirales parentales, se encontr6 que en los afios 2008
y 2009 los genotipos predominantes fueron G2P[6], G1P[6], G9P[6] y en menor proporcion
G2P[4], y que a partir de 2010 incremento su circulacion con variaciones en frecuencia
hasta el 2012, donde se evidencia tendencia al descenso y aparicion 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 seleccion inmunolégica debida a la vacunacién, al patron de circulacion de estos virus

y a la tasa de mutaciones dada la naturaleza segmentada del genoma.

En general, los resultados informados aqui proporcionan evidencia sobre la capacidad
oncolitica del rotavirus Wt1-5 adaptado sobre la linea celular Reh y los linfoblastos LLA-B,
sugiriendo un tropismo por las células tumorales que expresan las proteinas de superficie
celular Hsp90, Hsp70, Hsc70, PDI y B3, indicando mecanismos de muerte celular mixtos
(apoptosis y necrosis) relacionados con la concentracion del inoculo viral, sin tener
toxicidad sobre las PBMCs no tumorales. Sin embargo, ademas de la oncdlisis directa
evidenciada, todavia no conocemos si el rotavirus Wtl1-5 adaptado es capaz de inducir
mecanismos de muerte celular inmunogénica o si tiene posibles interacciones sinérgicas
con otros tratamientos contra el cancer. Aunque se podria anticipar la seguridad de los
rotavirus como virus oncoliticos, aun se deben realizar mas investigaciones para garantizar

gue los rotavirus cumplan con los requisitos que caracterizan a un agente oncolitico ideal.
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6.Conclusiones y recomendaciones

6.1 Conclusiones

- Los Linfoblastos LLA-B son susceptibles a la infeccion por el rotavirus oncolitico Wt1-5
en diferente proporcion para cada paciente, encontrando antigenos virales desde las 8
horas post-infeccién (h.p.i.) con un pico maximo luego de 24 h.p.i.

- Se observé una disminuciéon de la viabilidad celular desde las 12 horas post-infeccion
para las muestras de linfoblastos LLA-B que fueron susceptibles a la infeccién por el
rotavirus Wt1-5 adaptado.

- El rotavirus Wt1-5 genera efectos citotoxicos de forma heterogénea sobre los linfoblastos
LLA-B, observando que el porcentaje de células positivas para DIOC6, 7-AAD se
incrementa proporcionalmente a la MOl empleada.

- Se encontré6 una mayor expresion de las proteinas celulares Hsp90, Hsp70, Hsp6O,
Hsp40, Hsc70, Integrina aVB3 y PDI en la membrana citoplasmatica de los linfoblastos de
los pacientes con un peor pronéstico.

- Los Linfoblastos LLA-B que presentan una mayor expresion de proteinas celulares
Hsp90, Hsp70 y PDI en la membrana citoplasmatica, presentan una mayor susceptibilidad
a la infeccion por el rotavirus Wt1-5 adaptado.

- Las proteinas celulares Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp40, Hsc70, Integrina aVB3 y PDIl en la
membrana citoplasmatica parecen estar involucradas en el proceso de entrada del
rotavirus Wt1-5 adaptado en los linfoblastos LLA-B y en la linea celular Reh.

- El rotavirus Wt1-5 adaptado pertenece al grupo A (G3, G4, P4, P11).

- El rotavirus Wtl1-5 adaptado es un potencial candidato para ser utilizado como agente

oncolitico.
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6.2 Recomendaciones

Como los resultados descritos aqui muestran la posibilidad de usar el rotavirus Wt1-5
adaptado como agente oncolitico, es importante adelantar ensayos que determinen la
eficacia y la eficiencia del rotavirus Wt1-5 como agente oncolitico. Por tanto sugerimos lo

siguiente:

- Establecer diferencias comparativas en la produccion particulas virales infecciosas con
otras lineas celulares tumorales asi como con otras cepas rotavirales de referencia.

- Desarrollar ensayos para determinar si el rotavirus Wtl1-5 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 cancer.

- Analizar otros mecanismos endociticos del rotavirus, como las integrinas a231, a4p1,
aXB2, los Gangliosidos, el Acido Sialico, la macropinocitosis o la captacion mediada por
caveola que no fueron evaluados en este trabajo.

- Valorar la activacion de vias intracelulares que favorecen la replicacion de los virus
oncoliticos tales como PKR, NfkB, Toll-like receptor o IRF3.

- Aclarar si la interaccion con las proteinas de choque térmico ocurre de manera directa o
esta interaccion es funcional mediante complejos con otras proteinas.

- Identificar la identidad genética de todos los segmentos genémicos de rotavirus Wt1-5.

- Basados en la evidencia actual sobre el uso del rotavirus como agente oncolitico con la
gue cuenta el Laboratorio de Biologia Molecular de Virus de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional de Colombia, es posible desarrollar estudios en modelos animales
gue permitan analizar aspectos como la administracion 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
clinica) en diversos tipos de cancer, que permitan ampliar el uso del rotavirus como agente

oncolitico.
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A.

Anexo 1:

Lista de Primer Genotipificacion

Primer para genotipificacion

Secuencia primer consenso VP7 para genotipificacion G

Nombre Secuencia 5'-3' Posicién/Polaridad
9conl-L TAGCTCCTTTTAATGTATGGTAT nt 37-59/ +
VP7-Rdeg AACTTGCCACCATYTYTTCC Nt 914-33/ -
Secuencia primer consenso VP4 para genotipificacion P
Nombre Secuencia 5'-3' Posicién/Polaridad
Forward con3 TGGCTTCGCTCATTTATAGACA nt 11-32/ +
Reverse con2 ATTTCGGACCATTTATAACC nt 868-887/ -
Secuencia primer para genotipificacion G
Nombre Secuencia 5'-3' Posicién/Polaridad Tam'aﬁo del Genotipo
Amplicon (pb)
9T-1 TCTTGTCAAAGCAAATAATG nt 176-195/ - 158 G1
9T-2 GTTAGAAATGATTCTCCACT nt 262-281/- 244 G2
9T7-3 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 genotipificacion P
Nombre Secuencia 5'-3' Posicion/Polaridad Tam.aﬁo del Genotipo
Amplicon (pb)
1T-1 TCTACTTGGATAACGTGC nt 339 —356/- 345 P[8]
2T-1 CTATTGTTAGAGGTTAGAGTC nt 474-494/- 483 P[4]
pUK GCCAGGTGTCGCATCAGAG nt 336-354 343 P5]
37-1 TGTTGATTAGTTGGATTCAA nt 259-278/- 267 Pl6]
47-1 TGAGACATGCAATTGGAC nt 385-402/- 391 P[9]
5T-1 ATCATAGTTAGTAGTCGG nt 575-594/- 594 P[10]
ND2 AGCGAACTCACCAATCTG nt 116— 133 122 P[11]




140 Caracterizacion del potencial oncolitico del aislamiento rotaviral Wt1-5 en cultivos primarios de leucemia
linfoblastica aguda de precursores B




Anexos. Consentimiento informado para la toma de muestra 141

B. Anexo 2:

Secuencias del rotavirus Wt1-5 adaptado

>Wtl1-5contig_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

>Wtl1-5contig_3 reverse
complementTCATATTACCATATGAATACTTTATTGCGCAGCACGCTGTCGTAGAAAAAATGTTATCATACGCAAAGCATACTAGAGAGTACGCAGAATTTTACTCGC
AGTCAAATCAATTGCTATCATATGGTGATGTTACAAGATTCTTATCCAGTAATTCTATGGTATTATACACAGACGTTTCACAATGGGATTCATCACAACATAACACAC
AGCCATTTAGAAAAGGAATAATTATGGGTTTAGATATGTTATCCAATATGACTAATGATCCAAAAGTAGTACAAACGCTAAATTTATATAAACAAACACAAATTAATC
TCATGGATTCATACGTTCAAATACCTGATGGTAATGTAATCAAAAAGATTCAGTATGGTGCTGTTGCTTCAGGAGAAAAACAAACTAAGGCAGCTAATTCTATAGCT
AACTTAGCACTCATTAAAACGGTATTGTCAAGGATTGCAAATAAGTATTCTTTTATAACCAAAATAATCAGAGTCGATGGTGATGATAATTATGCAGTGCTACAATTT
AACACCGATGTCACTAAACAAATGGTCCAAGATGTGTCAAACGATGTGAGATATATATATTCTAGAATGAATGCTAAAGTTAAAGCATTGGTATCTACAGTCGGTAT
TGAAATAGCAAAAAGATATATAGCAGGAGGAAAAATATTTTTCAGAGCTGGTATAAACTTATTAAATAATGAGAAACGTGGGCAAAGTACACAATGGGATCAAGCA
GCTATTTTATATTCAAACTACATTGTTAACAAATTACGAGGATTTGAGACTGATAGAGAATTTATATTAACTAAAATTATACAAATGACATCTGTAGCCATTACTGGA
TCACTAAGGTTATTTCCGTCAGAACGAGTGTTAACTACTAATTCTACATTCAAAGTATTTGACTCAGAAGATTTCATTATAGAATATGGGACAACTAACGATGAAGT
ATATATACAAAGAGCATTTATGTCACTGTCTAGTCAAAAGTCAGGAATAGCTGATGAAATAGCTTCTTCACAAACATTTAAAAATTATGTTAACAAATTATCTGACCA
ATTATTAATATCGAAAAACGTAATTGTATCCAAAGGTATAGCTGTAACAGAAAAGGCGAAATTGAATTCATATGCACCAGTTTATTTAGAAAAACGTCGTGCGCAAA
TATCAGCGTTATTAACTATGTTGCAGAAACCAGTGTCATTTAAATCAAATAAAATTACTATTAATGACATTTTGCGTGACATAAAACCATTTTTTATCACTTCTGAAGC
TAATTTGCCAATTCAATACAGAAAATTTATGCCAACACTACCTAATAATGTCCAATATGTTATACAATGCATAGGATCGAGGACGTATCAAATAGAAGATAGTGGGT
CAAAATCATCGATTTCGAAGTTAATATCAAAATATTCAGTTTACAAACCATCGATTGAAGAACTATATAAAGTTATATCTTTAAGAGAACAAGAAATACAGTTGTATTT
AGTTTCATTAGGAGTTCCACCAGTTGATGCAGGCACGTACGTTGGGTCAAGAATATATTCGCAGGATAAGTATAAAATATTAGAATCTTACGTATATAATTTATTAT
CAATTAATTATGGATGTTATCAACTATTCAATTTTAATTCTCCAGATTTAGAGAAACTTATACGAATTCCTTTTAAAGGCAAGATACCAGCCGTAACATTTATATTGCA
TCTTTATGCTAAACTTGAAATAATAAACTATGCTATTAAGAATGGAGCTTGGATTAGTTTGTTTTGTAACTACCCAAAATCTGAAATGATTAAATTATGGAAGAAAAT
GTGGAATATAACAGCATTACGGTCTCCCTACACTAGTGCGAACTTCTTTCAAGATTAGA
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>Wtl-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

>Wtl1-5contig_7 reverse
complementATGGAGTCTACTCAGCAGATGGTAAGCTCCATTATTAACACTTCTTTTGAAGCTGCAGTTGTTGCTGCCACTTCAACATTAGAATTAATGGGTATTCAA
TACGATTACAATGAAGTATTTACTAGAGTTAAAAGTAAATTTGATTATGTGATGGATGACTCTGGTGTTAAAAACAATCTTTTGGGTAAAGCTATAACTATTGATCAG
GCGTTAAATGGAAAGTTTGGCTCAGCTATTAGAAATAGAAATTGGATGACTGATTCTAAAACGGTTGCTAAACTAGATGAAGACGTGAATAAACTTAGAATGACAT
TATCTTCTAAAGGAATCGACCAAAAGATGAGAGTACTTAATGCTTGTTTTAGTGTAAAAAGAATACCAGGAAAATCATCATCAATAATTAAATGCACTAGACTTATG
AAGGATAAAATAGAACGTGGGGAAGTTGAGGTTGATGATTCATATGTTGATGAGAAAATGGAAATTGATACTATTGATTGGAAATCTCGTTATGATCAGTTAGAAA
AAAGATTTGAGGCACTAAAACAAAGAGTTAATGAAAAATATAATACTTGGGTACAAAAAGCAAAGAAAGTAAATGAAAATATGTACTCTCTTCAGAATGTCATTTCA
CAACAGCAAAACCAAATATCAGATCTTCAACAATATTGTAATAAATTGGAAGCTGATTTGCAAGGCAAATTTAGTTCATTAGTGTCATCAGTTGAGTGGTATCTAAG
ATCTATGGAATTACCAGATGATGTAAAGAATGATATTGAACAGCAATTAAATTCAATTGATTTAATTAATCCCATTAATGCTATAGATGATATCGAATCGTTGATTAG
AAATTTAATTCAAGATTATGACAGAACGTTTTTAATGTTAAAAGGACTTTTGAAGCAATGCAACTATGAATATGCATATGAGTAGTCACATAATTAAAAATATTGACC
ATCTACACATGACCCTCTATGAGCACAATAGTTAAAAGCTAACACTGTCAAAAACCTAAATGGCTATA
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C. Anexo 3:

Andlisis de alineamiento multiple con cepas de referencia Wa,
Wi, 69M, RRV, UK, YM y OSU

>Wtl1-5contig_3 (VP1)

V'l Walotavirus
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>Wtl1-5contig_1 (VP2)

VP2, KRotavirus

KT69440,1
VP2 Wafotavirus
Wrl-Scontig 1

VP2 ERVROtavirus
V2. 6ot avirus
VP2 UkRotavirus

KT604940.1 ATGAAA! BAAAACGATACCGACTTT v " L TCCIGATC
VP2 Maflotavirus AT C ACGATACCOAC G 3 AALM ’L:"‘“\* .
¢ 1T ' ATALCOA y GAAS C T o

17

VP2 RRVRotavirus
W2, 60MRotavirus
VP2, UkRotavirus

KT694940.1

VP2 MaRotavirus
Wel-Scontig 1
W2 . Rotavirus
VP2.05URotavirus
W2, ERVRotavirus
VP2, 69 Rotavirus
VP2 \KRotavirus

VP2 FfVRotavirus
VP2, 6%Rotavirus
VP2, KRotavirus




146 Caracterizacion del potencial oncolitico del aislamiento rotaviral Wt1-5 en cultivos primarios de leucemia
linfoblastica aguda de precursores B

KT604940.1 KT694949.1
W2 Nalotavires W2 . WeRotavirus
Wrl-Scontig 1 Wrl-Scontig 1
W2 . Yotavirus W2 . MRotavirus
W2 05Ut avirus VP2, 05URotavirus { A
Wi RVRotavirus W2, RRVRoTavirus TA hc Al A
VP2, 6WRotavirus V2. 69 Rotavirus TGCATAT<GUGACATGCAAT TAGA
VP2 IRotavirus VP2, UKRotavirus TGLaTA G GATATGCARL
KT694940. 1 KACT) : TGGACAAGTTATTAN 16549401 CGAYOGH CAARTEAACCTAGAE
VP2 Makotavirus AATCAMCAC TTAR GATAATATFAG (A TGLACAG TTATTAN VP2 alotavirus CTCGANC CAAATTARCCTAGAS
wel-Scontig d CACT] TAATATTAG (A TUGACARGTTATTAATC Wel-Scontig 4 CAAATY,
VP2 . YRotavirus CAC TTARTCATAATAT TAGAMATGOACA .,. VP2, YMRotavirus AR
r b ap vopaepvanid g peebeopys s
W21.05Rotavirus LACTY TAATATTAGAMATCOAL ARG TTATTAAT VP2, 05URotavirus
W26 Rotavirus
W2.URotavirus
KT604940. 1
W2, Nalotavirus
Wel-Scontig 1
Wi, W otavires

V2. WeRotavirus
Wtl-Scontig 1
W2, YMRotavirus
VW2.05URotevirus
W2, RRVRotavirus
W2.6%Rotavirus
V2, UKRotavirus

Ntl-Scontig 1
VP2, YMRotavirus
VP2.05URotavirus

VP2 NaRotavirus
Wel-Scontig 1
VP2, YMRotavirus
VP2, 0SURotavirus
VP2, REVRotavirus
VP2, 69MRotavirus

VP2, UkRotavirus VP2, IKRotavirus

KT694940.1
VP2, KaRotavirus

VP2 UkRotovirus
KT694940.1
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>Wtl1-5contig_2 (VP3)

Wtl-Scontig 2
F1423137.1

VP3. 6% Rotavirus
VP3.IKRotavirus
VP3.RAVRotavirus
VP3.05URotavirus
VP3.WiRotavirus
VP3._MaRotavirus
Wtl-Scontig 2
£1a23137.1

Fl423137.1

VP3.6%Rotavirus
VP3.IXRotavirus

F1823137.1

VP3. 69 Rotavirus
VP3.KRotavirus

VP3. RAVRotavirus
VP3.05URotavirus

wel-Scontig 2
£823137.1

VP3.69MRotavirus
VP3.IKRotavirus

Wtl.-5contig 2
F1423137.1

VP3.69Motavirus
VP3. IXRotavirus
VP3.RRVRotavirus
VP3.0SURotavirus
VP3. WiRotavirus
VP3.WaRotavirus
Wtl-5contig 2
Flaanya

VP3.69MRotavirus
VP3.IKRotavirus
VP, RRVRotavirus
VP3.0SURotavirus
VP3.WiRotavirus
VP3. WaRotavirus
Wtl-Scontig 2
F1423137.1

VP3. 69MRotavirus
VPA. (KRotavirus
VP3. REVRotavirus
VP3.0SURotavirus
VP3. WiRotavirus
VP . WaRotavirus
Wtl-Scontig 2
Flan3za

Wel-Scontig 2

:&mmmmmmuu‘ TATTATT CCAGRATGGAA (T

M aTAc ATGGR
ﬁ-‘l‘m G TATALTG
] ATGGAAAM

l“m&l‘
e lt

mw::mmm«

Wd

ﬁmrmcmmmn
TTTAMTG

i

F1423137.1

VP3.69Motavirus
VP3.UKRotavirus
VP3. REVRotavirus

wul-Scoatig 2

Wtl-Scontig 2
F1423137.1

wtl-Scontig 2
F1423137.1

VP3.69MRotavirus
VP3.UKRotavirus
VP3.RAVRotavirus
VP3.0SURotavirus
VP3.KiRotavirus
VP3.KaRotavirus
wtl-Scontig 2
F1423137.1

VP3.69MRotavirus
VP3.UKRotavirus
VP, RRVRotavirus
VP3.0SURotavirus
VP3.WiRotavirus
VP3.WaRotavirus
Wtl-Scontig 2
F423137.1

3. Gmovlws
w3

AGaTCAGL %CCATC S TATTGGAT 3 CACGAT ! TACTCTAATTTgASATT
m{g:mﬂﬂ liﬁ!?ﬁk!

w3, movirul
VP3.0SURotavirus
VP3.KiRotavirus
VP MaRotavirus
Wtl-Scontig 2
Fla23137.1

VP3.69MRotavirus
VPI.IKRotavirus
VP3_RRVRotavirus
VP3.05URotavirus
VP3.WiRotavirus
VP3_WaRotavirus
Wtl-5contig 2
F1423137.1

Wtl-Scontig 2
£1423137.1

VP3.69MRotavirus

Wt1-Scontig 2
£3423137.1

VP3.69MRotavirus
VP3.UKRotavirus
VP3.REVRotavirus
VP3.0SURotavirus
VP3.RiRotavirus
VP3.WaRotavirus
Wtl-5contig 2
£1423137.1

Id‘m

TtTgAATAT wmemtmmm -mnl
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VP3. 69Motavirus ufmgwsmxcmuwtw.mzmwmm VP3, 69MRotavirus
VP3, UKRotavirus TATACCAMAAGGCGT RTTATATtCaT acATAMCAAT aTAAT tAC tGAMACGTGTTIAT VP3.UkRotavirus
VP, RRVRGt avirus TATtCaTTcA VP3.RRVRotavirus
VP3.05URotavirus VP3.05URotavirus
VP3. WiRotavirus VP2 KiRotavirus
VP3 . WaRotavirus VP3. WaRotavirus
Wtl-Scontig 2 Wtl-Scontig 2
£3423137.1 £3423137.1
VP3. 69MRotavirus
VP3. UKRotavirus 3;:.""“",.,..:::.’,‘,“
VP3. REVRotavirus VP3.RRVRotavirus
VP3.05URotavirus VP3.0SURotavirus
VP3.WiRotavirus VP3. NiRotavirus
VP3.WNaRotavirus VP3. KaRotavirus
Wtl-5contig 2 Wtl-Scontig 2
F1423137.1 F3423137.1
VP31, 69MRotavirus 9ROt
VP3. UKRotavirus b st
VP3. RRVRotavirus VP3. RRVRotavirus
VP3.0SURotavirus VP3.0SURotavirus
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>Wtl-5contig_4 (NSP1)
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D. Anexo 4.

DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA
DONAC;ION VOLUNTARIA DE MUESTRAS DE SANGRE
PERIFERICA

Titulo del proyecto: Caracterizacion del potencial oncolitico del aislamiento rotaviral Wt1-
5 en cultivosprimarios de leucemia linfoblastica 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.
Organizacion:

e Laboratorio de Biologia Molecular de Virus/ Facultad de Medicina/ Universidad

Nacional de Colombia.

e Servicio de Oncohematologia Pediatrica/Fundacion 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 Biologia molecular de virus de la facultad de medicina de la Universidad Nacional
de Colombia, lo invita a que contribuya con donacion de una muestra de sangre de su hijo como
donante en este estudio.

INFORMACION

Todos los afios, miles de personas desarrollan una enfermedad grave de la médula 6sea como lo
es la leucemia. La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es una enfermedad que afecta a una parte de
las células que se encuentran en la médula 6sea y que se encargan de formar a los glébulos blancos
llamadas linfoblastos (linfocitos inmaduros). En esta enfermedad los linfocitos inmaduros proliferan
y reemplazan las células normales de la sangre, provocando anemia, trombocitopenia (disminucion
en las plaquetas) y neutropenia (disminucion de glébulos blancos), en grados variables. Los
linfoblastos también proliferan anormalmente en O6rganos diferentes a la médula Osea,
particularmente el bazo, el higado y los ganglios linfaticos. Esta enfermedad es tratada
tradicionalmente con radioterapia y quimioterapia, aunque actualmente se buscan nuevas
alternativas que ayuden, sean mas efectivas 0 que generen un menor nimero de efectos
secundarios sobre el paciente; dentro de estos nuevos estudios esta el uso de virus que matan
especificamente las células leucémicas. A estos virus utilizados como herramientas en la lucha
contra la leucemia se llaman virus oncoliticos que son el objeto de nuestro estudio. Estos virus son
particulas infecciosas que han sido seleccionadas o redisefiadas genéticamente para crecer
exclusivamente en células anormales, atacando especificamente a estas células nocivas y
respetando las células normales no enfermas. La terapia con virus oncoliticos ya se encuentra
disponible en otros paises como Estados Unidos y Canadd, donde se han adelantado muchos
estudios de laboratorio y en pacientes para demostrar la seguridad de la terapia; lamentablemente
en Colombia aun no se encuentra disponible este tipo de estrategia debido a que no se ha realizado
ningun tipo de estudio sobre el tema.

PROPOSITO

El propésito de este trabajo es evaluar el potencial terapéutico del virus denominado rotavirus Wt1-
5 en muestras de sangre periférica de pacientes con leucemia linfoblastica aguda de precursores
B. Para llevar a cabo esta tarea se necesita la colaboracion de muchas personas, por lo que les
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proponemos su participacién, 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 oncoliticos. Es necesario mencionar con antelacién que
los ensayos con el rotavirus Wt1-5 adaptado se realizaran en el laboratorio de Biologia molecular
de virus de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia y NO se realizara
ningun tipo de intervencion 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 NINGUN PELIGRO PARA EL NINO. La muestra serd manipulada bajo la
normatividad ética enunciada en la resolucién 008430 capitulos 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 estara
de acuerdo con lo siguiente:

Usted permitira que la muestra de sangre sea usada exclusivamente dentro del proyecto arriba
mencionado para investigar el uso del rotavirus como virus oncolitico en las células de leucemia
extraidas en esta muestra.

LOS POSIBLES BENEFICIOS PARA USTED Y SU HIJO

Su participacion en este estudio NO lo beneficiard a usted ni a su hijo directamente en ningin modo.
Sin embargo, uno de los propdésitos de este proyecto es contribuir al conocimiento en el area de las
ciencias médicas basicas en Colombia y divulgar los resultados en aras de impulsar a otros grupos
a trabajar en estas areas de investigacién. Puede ser un beneficio para usted contribuir al
conocimiento en esta area, lo cual en un futuro podria ayudar al tratamiento en personas con
Leucemia.

ALTERNATIVAS DE PARTICIPACION

Tiene usted la LIBERTAD DE NO ACEPTAR esta invitacion.

SEGURIDAD

NO hay riesgos fisicos para el nifio al incorporarse como donante a este proyecto de investigacion.
Por favor tenga en cuenta que la participacion y los resultados que se obtengan en este estudio
NO madificaran y NO realizaran ninguna intervencién sobre el manejo brindado a su hijo/hija/ o
representado. Se conservara la confidencialidad del donante y sus padres.

REEMBOLSOS A USTED

NO se le pagara a usted por la donacion realizada. La donacion es totalmente VOLUNTARIA y
ALTRUISTA.

GASTOS
Usted NO tendra que cubrir ningln gasto de coleccion, procesamiento o analisis de la muestra.
CONFIDENCIALIDAD

Su identidad o la del nifio NO seran reveladas en ninguna forma como resultado de su participacion
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
remitalas al LABORATORIO DE BIOLOGIA MOLECULAR DE VIRUS N° 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 INFORMACION 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 INVESTIGACION MENCIONADO.

APROBACION DE DONACION VOLUNTARIA
Declaro que:

1. Entiendo que la donacion de sangre periférica para este estudio es libre y voluntaria.

2. Entiendo que el procedimiento para la donacién de una muestra de hasta 10 ml de sangre NO implicara un riesgo
adicional a la salud de mi hijo/hija/ o representado.

3. Entiendo que la muestra de sangre periférica serd usada con fines investigativos

4. Entiendo que la participacion vy los resultados que se obtengan en este estudio no modificaran, ni realizaran ninguna
intervencion sobre el manejo brindado a mi hijo/hija/ o representado.

5. Entiendo que la informacién referente a mi hijo/hija/ o representado sera manejada de manera confidencial y que sera
protegida mi identidad.

6. Entiendo que NO recibiré ningun estimulo econémico por esta donacion.

7. He leido y comprendido toda la informacién entregada, he tenido la oportunidad de formular preguntas y se me han
resuelto mis inquietudes.

En consecuencia he decidido libremente realizar la donacion de una muestra de sangre periférica.

FECHA: Dia: Mes: Afo:
- 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 suministr6 la informacion:
Nombre:
CC:

Firma:

Papel dentro del Proyecto:
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E. Anexo b:

DOCUMENTO DE ASENTIMIENTO INFORMADO PARA LA
DONACION VOLUNTARIA DE MUESTRAS DE SANGRE
PERIFERICA EN MENORES DE EDAD

Titulo del proyecto: Caracterizacion del potencial oncolitico del aislamiento rotaviral Wt1-5 en
cultivos primarios de leucemia linfoblastica 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.
Organizacion:

e Laboratorio de Biologia Molecular de Virus/ Facultad de Medicina/ Universidad Nacional de

Colombia.

e Servicio de Oncohematologia Pediatrica/Fundacién Hospital de la Misericordia.
Teléfono de contacto: 3165000 Ext: 15052-15053
e-mail de contacto: caguerrerof@unal.edu.co

raguerreror@unal.edu.co

INFORMACION

Mi nombre es y mi trabajo consiste en
investigar acerca del uso de virus para el tratamiento de una enfermedad de la medula 6sea
llamada leucemia, para ello, nosotros investigamos en el laboratorio qué sucede con las células que
estan enfermas cuando les agregamos el virus, hacemos esto con el propésito de lograr obtener
una nueva forma de tratamiento que en un futuro ayude alternativamente a las personas que tienen
esta enfermedad.

A continuacién le voy a dar informacion e invitarle a formar parte de este estudio de investigacion.
Puede elegir si participa o no. Hemos discutido esta investigacién con sus padres/apoderado y ellos
saben que le estamos preguntando a usted también para tu aceptacion. Si va a participar en la
investigacion, sus padres/apoderado también tienen que aceptarlo. Pero si no desea tomar parte
en la investigacién no tiene por qué hacerlo, aun cuando sus padres lo hayan aceptado. Puede
discutir cualquier aspecto de este documento con sus padres 0 amigos o cualquier otro con el que
se sientas cémodo. 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 expliqgue mejor porque esté 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 esta haciendo esta investigacion?

Queremos saber si en el futuro este virus ayudara a que los nifios con leucemia se recuperen de su
enfermedad y creemos que esta investigacion nos ayudara a poder decir eso.

¢Por qué me pides a mi que participe?

Estamos probando este virus en las células que otros nifios de su edad nos han regalado y que
tienen leucemia

No tiene por qué participar en esta investigacion si no lo desea. Es su decision si decide participar

0 no, esta bien y no cambiara nada. Incluso si dice que “si” ahora, puede cambiar de idea mas tarde
y estara bien.
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Si firma este papel quiere decir que lo ha leido, o alguien se lo leyd 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 nifio/a y entiende que su participaciéon es voluntaria Sl 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
gue estan enfermas en el laboratorio cuando les agregamos el virus.

He preguntado al nifio/ay entiende el procedimiento SI _ NO ____
¢Es esto malo o peligroso para mi?

El procedimiento es seguro para usted, se hace de forma cotidiana para realizar los examenes
durante la atencion que se le brinda en el hospital.

¢cDolera?

La toma de la muestra puede doler por solo un segundo cuando la aguja ingrese en su brazo. Esto
debera de desaparecer en un dia. Si duele por mas tiempo o si se endurece o se hincha,
comuniqueselo a sus padres o a mi. Si se siente mal o extrafo, diganoslo.

He preguntado al nifio/ay entiende los riesgos y molestias Sl NO

¢Hay algo bueno que vaya a ocurrirme?

El estudio no le va a generar algun beneficio directo. Puede que los resultados que se obtengan en
este estudio en un futuro le ayuden a otros nifios que tengan una enfermedad similar,

He preguntado al nifio/ay entiende los beneficios Sl NO
¢,Obtengo algo por participar en lainvestigacién?

Su participacion en muy importante para nosotros pero debemos mencionarle que la donacién de
la muestra es totalmente voluntaria y no le ofrecemos ningun tipo de incentivo.

He preguntado al nifio/ay entiende que no se le dara ningun incentivo SlI NO
JVan a saber todos acerca de esto?

No diremos a otras personas que esta en ésta investigacion y no compartiremos informacion sobre
usted a nadie que no trabaje en el estudio de investigacion. Cuando la investigacion finalice, nos
contactaremos con usted y con sus padres para compartirles los resultados. La informacién
recolectada por la investigacion acerca de usted, sera retirada y nadie sino exclusivamente los
investigadores podran verla. Cualquier informacién sobre usted tendrd un nimero en vez de su
nombre. Solo los investigadores sabran cual es su nimero y se guardara la informacion con llave.
No sera compartida ni dada a nadie.

He preguntado al nifio/ay entiende la confidencialidad del estudio Sl NO
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¢Me informara de los resultados?

Cuando finalicemos la investigacion, 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 mas gente, a cientificos y a otros, sobre la investigacion 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 lainvestigacién? ¢Puedo cambiar de idea?

No es obligatorio que participe en esta investigacion. Nadie se enfadara o molestara con usted si
dice que no. Es libre de tomar la decision. Puede pensar en ello y responder mas tarde si quiere.
Puede decir “si” ahora y cambiar de idea mas tarde y también estara bien.

¢,Con quién puedo hablar para hacer preguntas?

Usted puede hacerme preguntas ahora o mas tarde. Puede preguntar al doctor, doctora o a la
enfermera. Tengo un numero y direccién donde puede localizarme. Si quiere hablar con alguien

mas que usted conoce como su profesor o médico o un familiar, puede hacerlo también.

Si ha elegido ser parte de esta investigacion, también le daré una copia de esta informacién
para usted. Puede pedir a sus padres que lo examinen si usted gusta.

APROBACION DE DONACION VOLUNTARIA

Declaro que:

1.

Entiendo que la investigacion consiste en probar un virus para el tratamiento de la leucemia usando

una muestra de mi sangre para investigacion en el laboratorio.

O©CoO~NOUITAWN

. Entiendo que daré una muestra de sangre por medio de una puncion en el brazo.

. Entiendo que el estudio se realizara en el laboratorio.

. Sé que puedo elegir participar en la investigacion o no hacerlo.

. Sé que puedo retirarme cuando quiera.

. He leido esta informacién (ose me ha leido la informacién) y la entiendo.

. Me han respondido las preguntas y sé que puedo hacer preguntas mas tarde si las tengo.
. Entiendo que cualquier cambio se discutira conmigo.

. Acepto participar en la investigacion.

“Yo no deseo participar en la investigaciéon y no he firmado el asentimiento que sigue”.

(Nombre o iniciales del nifio/menor).

Solo si el nifio/a asiente:

Nombre del nifio/a

Firma del nifo/a:

Fecha (Dia/mes/afio):

Huella dactilar del nifilo/menor:
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Nota: Si es analfabeto: Una persona que sepa leer y escribir debe firmar (si es posible, esta
persona deberia ser seleccionada por el participante, no ser uno de los padres, y no deberia tener
conexion con el equipo de investigacién). Los nifios 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):

Ne° identificacion:

Firma del testigo

Fecha (Dia/mes/afio):

Copia dada al participante SI___ NO

El Padre/madre/apoderado ha firmado un consentimiento informado SI__ NO

Persona que suministroé lainformacion:

Nombre:

Ne° identificacion:

Firma:

Papel dentro del Proyecto:
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G. ANnexo 7: certificado participacién congreso “
Il congreso latinoamericano de Virologia, VII

Simposio Nacional de Virologia” 30 de Noviembre al
02 de Diciembre de 2017. Medellin, Colombia

VI I SIMPOSIO I I CONGRESD
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DEVIROLOGIA DE VIROLOGIA

Nov. 30 a Dic. 2] 2017

LA ASOCIACION COLOMBIANA DE VIROLOGIA - ACV

Certifica que:

RAFAEL ANTONIO GUERRER® RCYJAS

Particip6 en calidad de PONENTE en el

VIl Simposio Nacional de Virologia
lll Congreso Latinoamericano de Virologia

Realizado del 30 de Noviembre al 02 de Diciembre del 2017 en la ciudad
de Medellin, Colombia

Intensidad horaria: 22 horas

\)'U ’,‘W, Ruiz -Dae nt 7‘«;5:4‘ wfaame:. Gunezeez
Julian Ruiz Saenz Marlén Martinez Gutiérrez
Presidente Coordinadora General del

Asociacion Colombiana de Virologia Evento
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H. Anexo 8: certificado participaciéon Simposio
“Primer simposio de investigaciéon de posgrados en
Biotecnologia” 17 al 19 de Octubre de 2017. Medellin,
Colombia

UNIVERSIDAD

- NACIONAL

DE COLOMBIA

19872017
3 Instituto de Biotecnologia (IBUN)

IBUN Sede Bogotd

Certifican que

Rafael Antonio Guerrero Rojas
c.c. 1049605017

Participé en el
PRIMER SIMPOSIO DE INVESTIGACION DE POSGRADOS EN
BIOTECNOLOGIA
Realizado del 17 al 19 de octubre de 2017 en la ciudad de Bogota con intensidad de
24 horas
Dado en Bogota D.C.. el 19 de octubre de 2017

it _AAOL i Frer

Carlds Arturo Miftinez R. Sonia Alﬁpam Ospina S. ] “Melbert Barbosa B.
Director Instituto de Biotecnologia Presidenta Comité Cientifico Secretarjg’Facultad de Ciencias

IBUN
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vitro data”

Virus Research 244 (2018) 53-63

Contents lists available at ScienceDirect

Virus Research

journal homepage: www.elsevier.com/locate/virusres

Quantifying rotavirus kinetics in the REH tumor cell line using in vitro data @ Croseiark

Gilberto Gonzalez-Parra™®, Hana M. Dobrovolny™", Diego F. Aranda®, Benito Chen-Charpentier?,

Rafael Antonio Guerrero Rojas®

* Department of Physics and Astronomy, Texas Christian University, Fort Worth, TX, USA
© Department of Mathematics, New Mexico Tech, Socorro, NM, USA
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ARTICLE INFO

ABSTRACT

Keywords:

Rotavirus
Mathematical model
Oncolytic virus
Eclipse

Infectious lifespan

Globally, rotavirus is the most common cause of diarrhea in children younger than 5 years of age, however, a
quantitative understanding of the infection dynamies is still lacking. In this paper, we present the first study to
extract viral kinetic parameters for in vitro rotavirus infections in the REH cell tumor line. We use a mathematical
model of viral kinetics to extract parameter values by fitting the model to data from rotavirus infection of REH
cells. While accurate results for some of the parameters of the mathematical model were not achievable due to its
global non-identifiability, we are able to quantify approximately the time course of the infection for the first
time. We also find that the basic reproductive number of rotavirus, which gives the number of secondary in-
fections from a single infected cell, is much greater than one. Quantifying the kinetics of rotavirus leads not only
to a better understanding of the infection process, but also provides a method for quantitative comparison of

kinetics of different strains or for quantifying the effectiveness of antiviral treatment.

1. Introduction

Diarrhea is one of the leading causes of mortality among children
under five years old worldwide (Black et al., 2010). Rotaviruses are the
single most important agents of diarrhea associated with mortality in
this age group (Bruun et al., 2016; Ho et al., 1988). While there is a
rotavirus vaccine that has mitigated some of the disease burden in
wealthy countries (Gervasi et al., 2016; Prelog et al., 2016; Lamberti
et al., 2016), rotavirus still creates a heavy burden in low income
countries (Bennett et al., 2016; Mehendale et al., 2016; Lamberti et al.,
2016). Issues such as low vaccine coverage and low on-time im-
munization in developing countries limit the benefits of vaccination
(Guerrero et al., 2013; Santosham, 2010). Thus, there is still a need to
develop strategies for treating rotavirus-associated diarrhea, especially
in the poorest countries (Guerrero et al., 2014). A number of different
compounds are currently being developed (Guerrero et al., 2014; Lopez
et al., 2015; Galan et al., 2016; Yin et al., 2015; Kang et al., 2015; Lee
et al., 2015), but there is still more testing to do.

Recently, researchers have also started investigating rotavirus for its
use in oncolytic virotherapy (Guerrero et al., 2016). Some viruses have
the ability to selectively infect and kill cancer cells, a property re-
searchers are trying to exploit to treat cancer (Huang et al., 2016;

* Corresponding author.
E-mail address: h.dobrovolny@tcu.edu (H.M. Dobrovolny).

https://doi.org/10.1016/j.virusres.2017.09.023

Delwar et al., 2016; Zhao et al., 2016). Rotavirus could be a good
candidate for this application since it has a natural very specific cell
selection mechanism (Bass et al., 1992; Fleming et al., 2011), but we
need a better understanding of rotavirus infections in cancer cells to
continue development of rotavirus for oncolytic virotherapy.

Mathematical models of viral infections are now being used to
further our understanding of several different viruses including influ-
enza (Baccam et al., 2006), human immunodeficiency virus (Perelson
et al., 1996), hepatitis (Neumann et al., 1998), respiratory syncytial
virus (Gonzalez-Parra and Dobrovolny, 2015), and ebola (Nguyen et al.,
2015). These models have been used to quantify key parameters of the
infection processes (Baccam et al., 2006; Perelson et al., 1996;
Neumann et al., 1998; Pinilla et al.,2012), optimize drug treatment
regimens (Sheikhan and Ghoreishi, 2013; Zhang et al., 2002; Padhi and
Bhardhwaj, 2009; Dobrovolny et al., 2011, 2013), and understand
complex host—virus interactions (Atkins et al., 2012; Dobrovolny et al.,
2011, 2013; Canini and Carrat, 2011). While mathematical models
have been used to study spread of rotavirus at the population level
(Omondi et al., 2015; Lopman et al., 2012; Atkins et al., 2012; Pitzer
et al., 2011), models of within host dynamics have not yet been applied
to rotavirus.

In this paper, we use a mathematical model to extract parameters

Received 21 November 2016; Received in revised form 5 September 2017; Accepted 28 September 2017

Available online 03 November 2017
0168-1702/ © 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.
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