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RESUMEN

Durante las Gltimas décadas la terapia viral oncolitica ha sido reconocida como una nueva opcion para
el tratamiento del cancer. Los virus oncoliticos (VO) son agentes terapéuticos que selectivamente
pueden infectar, replicar e inducir muerte de la célula tumoral con minimo impacto en la célula no
tumoral. Este tropismo por células tumorales es dependiente de la expresion de receptores en la
membrana, lo que le permite al virus la union, la entrada y la replicacion viral. Adicionalmente, los VO
utilizan productos génicos virales que facilitan la evasién de la respuesta inmune, permiten el
reconocimiento y penetracién a la célula, e interactian con la maquinaria celular para alterar los
programas de muerte. Muchas de las vias celulares que los virus alteran son las mismas vias que se
encuentran ya desreguladas en la célula tumoral y como consecuencia estas mismas vias son los
blancos para el desarrollo de terapia antitumoral basada en virus. Los efectos antitumorales que se
generan y las vias de sefializacion modificadas por el tratamiento con VO son dependientes de la
especie del virus, las modificaciones genéticas del virus y el tipo de cancer a tratar. Actualmente,
muchos de los VO que se encuentran en ensayos clinicos tienen un tropismo natural para proteinas de
superficie que son sobre expresadas en la célula tumoral o son modificados para que se unan
directamente a un Unico receptor de la superficie celular. En el laboratorio de Biologia Molecular del
Virus de la Universidad Nacional de Colombia se ha venido trabajando en el estudio del potencial
oncolitico de cinco rotavirus generados por evolucion dirigida. Previamente, se demostré que estos virus
utilizan las proteinas Hsc70, PDI e integrina Uvb3 como receptores en enterocitos y en lineas celulares
tumorales y NO tumorales susceptibles. Uno de estos virus es el rotavirus TRUYO, el cual fue generado
mediante pases continuos de cinco especies de rotavirus que infectan animales (TRF-cerdo, RRV-mono
Rhesus, UK-bovino, YM-porcino y OSU porcino) en varias lineas celulares tumorales de origen humano
gue sobre expresan proteinas de choque térmico. En este trabajo se evalué la capacidad oncolitica del
rotavirus TRUYO en células de linea celular y cultivo primario obtenidos de tejido tumoral de pacientes
con cancer de ovario, determinando la importancia de las proteinas Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp40, PDI,
Hs c 70, b Hurdnt2 el grocésBinfeccioso. Se encontré que el rotavirus TRUYO tiene la capacidad
de infectar la linea celular MES-OV (ATCC), mediante el uso de las proteinas Hsp90, Hsp70, Hsc70,
Hsp60, PDI e integrina b Nruyen @8 células MBS-O¥ red mediada pod e e s
endocitosis, posiblemente por macropinosoma. El ciclo de replicacion encontrado fue de

aproximadamente 8 horas y a las 12 h.p.i desencadena sefiales relacionadas con muerte por apoptosis.
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Las proteinas de muerte que se encontraron con mayor expresion fuero la caspasa 3 y caspasa 8. Asi
mismo, se logro establecer nueve cultivos primarios obtenidos de tejido tumoral de pacientes con cancer
de ovario, principalmente con fenotipo epitelial. Estas células fueron susceptibles y permisivas a la
infeccion por rotavirus TRUYO. Se encontrd heterogeneidad en el uso de las proteinas chaperonas,
PDI e integrinas durante la entrada. Sin embargo, las proteinas que mas con mas frecuencia uso el virus
para la entrada fueron la Hsp 7 0 , PDI , bl y b3. Durante | a ijo
muerte celular mediante aumento en la permeabilidad de la membrana, exposicion de la fosfatidilserina
y aumento en la expresion de caspasa 3 fragmentada, Hsp60 y Hsp27. En conclusién, la susceptibilidad
de las células tumorales de ovario a la infeccion por el rotavirus TRUYO dependen en parte por la
presencia de las proteinas Hsps, PDI e integrina en la membrana celular, por lo cual se debe avanzar
en la caracterizacion del potencial oncolitico del rotavirus TRUYO usando modelos in vivo de cancer de
ovario. Ademas, teniendo en cuenta los hallazgos en cuanto al uso de los receptores durante la entrada
y el posible mecanismo por endocitosis, es importante evaluar cual es el mecanismo usado por el
rotavirus TRUYO durante los primeros eventos de la infeccién. Dado la diversidad de interaccion entre
el rotavirus TRUYO y las proteinas de la membrana celular evaluadas en este trabajo se sugiere que no
es necesario la presencia de todas las proteinas para que el virus entre a la célula, sino que es posible

gue estas proteinas compartan una misma caracteristica, ya sea funcional o estructural.

PALABRAS CLAVE: Cancer de ovario, Rotavirus, Oncolitico, Proteinas de choque térmico,

integrina

f ecci



Evaluacion del aislamiento Rotaviral TRUY como potencial agente oncolitico en células 2019
tumorales de ovario

ABSTRACT

In latest decades viral oncolytic therapy has been known as the novel cancer treatment.
Oncolytic virus (OV) are therapeutic entities that can infect, replicate and induce death by lysis
in tumoral cells with no relevant affection in normal cells. This tropism for tumoral cells is

dependent on eaxgression iatheememyanegittsat allows attachment, entry and viral

replication. OVs also use genetic tools that allows them immune response ev asi on,

recognition and internalization, that also allows it to interact with cell death machinery and
disturbs it. Many of the routes that virus disturbs are the same that are already deregulated in
tumoral cells, and therefore these routes are target for antitumoral therapy based on OVs.
Antitumoral effects generated and signaling routes modified because of OV treatment are
dependent of virus specie, genetic modifications and cancer type to treat. Nowadays, many of
the OVs that are in clinic trials have a natural tropism for surface proteins already overexpressed
in tumor cell or are modified to bounding to a specific receptor.

Virus Molecular Biology laboratory of Universidad Nacional de Colombia has been working on
oncolytic potential of five rotavirus generated with directed evolution. Previously, it has been
shown that these viruses use Hsc70, PDI, and Uvb3 as receptors in enterocytes as well as in
tumor and nontumoral susceptible cell lines. One of these viruses is TRUYO rotavirus, that it
was generated with continuous passing of five animal infecting rotavirus (TRF-porcine, RRV-
mono Rhesus, UK-bovine, YM-porcine, and OSU-porcine) in different human tumor cell lines
that were overexpressing heat shock proteins. In this job, it was evaluated its oncolytic ability in
cell line and primary culture cells coming from tumoral tissue of patients with ovarian cancer,
determining the importance of Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp40, PDI, Hsc70, b1 b2 and b3 proteins
during infection process. It was found that TRUYO rotavirus has the ability of infecting MES-OV
(ATCC) cell line, through Hsp90, Hsp70, Hsc70, Hsp60, PDI and integrins b1l y b3.

Virus entry in MES-OV cells is endocytosis mediated possibly by macropynosome. Replication
cycle was found to be Aprox. 8 hours, and at 12 h.p.i cells release apoptosis related signals.

Caspase 3 and 8 (death proteins) were found with greater expression.
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Likewise, it could be stablished primary culture of nine tumoral tissue of patients with ovarian
cancer, primarily of epithelial phenotype. These cells were susceptible and permissive to
TRUYO rotavirus infection. Heterogeneity use of chaperones proteins, PDI and integrins were
found in virus entry. Nevertheless, Hsp70, PDI, bl and b3 were the most frequent proteins in
use. During primary culture infection, virus was capable of inducing death by means of
membraneds permeability, phosphatidyl serin
Hsp27 overexpression. In conclusion, susceptibility of ovarian tumoral cell to TRUYO infection
depends on Hsps, PDI and integrins expression on cell membrane, so it will be needed to move
on TRUYO rotavirus oncolytic potential characterization using ovarian cancer models in vivo.
Also, having in mind the receptors used during virus entry and probably endocytosis mediated
entry, it is important to evaluate the mechanism used during early infection events. Given the
diversity interaction between rotavirus TRUYO and cell membran e 6 rsteins evaluated in this
job it is suggested that the presence of all proteins is not needed for virus entry, but it is possible

that these proteins share a same function or structure characteristic.

Key words. Ovarian Cancer, rotavirus, oncolytic, heat shock proteins, integrin.
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INTRODUCCION

El cancer es una de las enfermedades con mayor incidencia a nivel mundial. De acuerdo a la agencia
internacional para la investigacion del cancer, IARC en el afio 2018 se presentaron 14 millones de
nuevos casos y una mortalidad de 8.2 millones (1). El cancer de ovario (CO) es la séptima causa de
muerte en mujeres. En el afio 2018 se diagnosticaron 295.414 casos y se presentaron 184.799 muertes
relacionadas con esta enfermedad a nivel mundial (C56) (1). Esto muestra al CO como la malignidad
con més alta razén entre morbilidad/mortalidad. En mujeres con diagndéstico confinada al ovario, el
tratamiento con cirugia es curativo en mas del 90 % de los casos (2). Pero la mayoria la mayoria (>75%)
de pacientes son diagnosticadas en estadios avanzados, con enfermedad metastasica dentro de la
cavidad peritoneal y 6rganos vecinos (3). El tratamiento estandar para el CO, cuando es diagnosticado
por primera vez, es la combinacién de cirugia citoreductiva y quimioterapia basada en cisplatino. Sin
embargo, la mayoria de pacientes con CO desarrollan resistencia y presentan enfermedad recurrente
dentro de 3 afios y mueren en menos de 5 afios al diagnéstico (4). Por lo tanto, es necesario desarrollar
nuevas alternativas terapéuticas que puedan ser usadas como monoterapia o terapia adyuvante que

permitan mejorar la sobrevida en estos pacientes.

Durante la transformacién maligna, se desregulan diversas proteinas que contribuyen a diferenciar la
célula normal en los diferentes subtipos histolégicos y moleculares del CO. Por ejemplo, las proteinas
integrinas, las cuales son receptores heterodiméricos de la superficie celular y participan en las
interacciones de forma bidireccional entre el microambiente extracelular y el interior de la célula son
reguladas de forma positiva y negativa (3, 5). Estas proteinas contribuyen a la progresion y metastasis
debido a que inducen incremento en la migracién, invasion y proliferacién de la célula tumoral (6).
También inducen la expresion de metaloproteinasas, las cuales a su vez rompen la proteina E-cadherina
generando pérdida de las interacciones célula-célula. Las células desunidas como Unica célula o en
agregados celulares son transportadas a lo largo del peritoneo a través de la cavidad peritoneal y pélvica
para colonizar sitios distantes (3). Otras proteinas relacionadas con la carcinogénesis y ampliamente
expresadas en células tumorales, son las proteinas de choque térmico (Hsp’s) (7). Estas proteinas se
clasifican en diferentes familias segin su peso molecular (Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60 y las Hsps
pequefas) (8). Son chaperonas moleculares y regulan la homeostasis y supervivencia celular en
condiciones fisiolégicas normales. Varias de estas proteinas son expresadas de forma constitutiva pero

en condiciones de estrés celular son rapidamente inducidas mediante mecanismos de transcripcion y
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traduccioén (9). En células tumorales se ha detectado sobreexpresion de las proteinas Hsp’s debido al
estrés celular generado durante el proceso de carcinogénesis (7, 10). Adicionalmente, se ha
correlacionado su expresion con la transformacion y progresion maligna (11-13). Esta caracteristica

hace atractiva a estas proteinas como blancos moleculares para generar alternativas terapéuticas.

El uso de virus para tratar el cancer ha ganado gran interés en las Ultimas décadas debido al mejor
conocimiento del microambiente tumoral, la biologia viral y la genética molecular tanto del virus como
del tumor (14). La eficacia y seguridad de los VO ha sido mostrado en pruebas preclinicas (15-18) y
clinicas (19). Las pruebas clinicas con VO como monoterapia han mostrado evidencia de respuesta
antitumoral (20). Sin embargo, se ha encontrado que la liberacién y penetracion de los virus dentro de
los tumores sélidos por administracién sistémica presentan una serie de barreras en el torrente
circulatorio o en el tumor dependiendo del tipo de virus. Las barreras del torrente circulatorio incluyen
la presencia de células sanguineas, de proteinas del complemento, de citoquinas antivirales, captacion
viral por otros tejidos y anticuerpos neutralizantes preexistentes (21). Una vez el virus ha alcanzado el
tumor este debe infectar la célula tumoral mediante uso de receptores especificos, replicarse y luego
diseminarse (22-25). Muchos de los VO que se encuentran actualmente en ensayos clinicos y
preclinicos tienen un tropismo natural para proteinas de superficie que son sobre expresadas en la célula
tumoral o algunos son modificados para que se unan de forma directa a un Unico receptor de la superficie
celular (14). Sin embargo, el uso de receptores especificos limita el nUmero de tumores candidatos a
ser tratadas por cada VO. Por esto es importante disefiar y/o seleccionar virus oncoliticos que durante
la infeccidn de células tumorales usen receptores de membrana que se encuentren expresados en varios

tumores y en alta densidad en la superficie de la membrana de la célula tumoral.

El Rotavirus (RVs) es el agente etioldgico causante de la gastroenteritis en neonatos e infantes. Causa
entre 600.000 a 870.000 muertes alrededor de todo el mundo y afecta especialmente a las ciudades que
estan en vias de desarrollo donde los pacientes no reciben una adecuada atencién médica. La infeccién
ocurre principalmente en el enterocito apical del intestino medio (26-28). La infeccién por los RVs es
un proceso de multiples pasos que involucra adhesion, penetracion, transcripcion y traduccion,
formacion del viroplasma, replicacion del genoma, maduracion y liberacion (29). La mayoria de los RVs
estudiados requieren para el paso de adhesién la region terminal o subterminal del acido sialico (30).
Se ha descrito que algunas especies pueden unirse también al antigeno histogrupo tipo A. Después de
la unién inicial varias proteinas pueden actuar como correceptoras del rotavirus. Se ha descrito la

interaccién con varias proteinas heterodimericas integrinas U2 b 1 , Usb 3, u2n1,
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interactian con motivos ligandos en VP5 o VP7 (motivo DGE en VP5 o RGD en VP7) o con la proteina
de choque térmico Hsc70 (31, 32). Se ha demostrado también que algunas especies de rotavirus utilizan
las proteinas Hsc70, PDI e integrina Uvb3 como receptores en enterocitos y en lineas celulares
tumorales y NO tumorales susceptibles (33-36). Teniendo en cuenta esta caracteristica de los RVs, en
el laboratorio de biologia molecular del virus de la Universidad Nacional de Colombia (LBVUNAL) se
generaron cinco rotavirus por medio de evolucion dirigida con el objeto de ser usados como VO (37).
Uno de estos virus es el rotavirus TRUYO, el cual se gener6 por pases continuos de cinco especies de
rotavirus que infectan animales (TRF-cerdo, RRV-mono Rhesus, UK-bovino, YM-porcino y OSU porcino)
en varias lineas celulares tumorales de origen humano que sobre expresan proteinas de choque térmico
(38). Esta mezcla condujo a la generacion de un virus con caracteristicas diferentes, lo cual fue
demostrado por electroferotipo y por la capacidad de infectar células tumorales (37, 39-41). Este aislado
rotaviral ha sido evaluado en diversas lineas celulares tumorales en donde se ha demostrado mediante
experimentos de bloqueo con anticuerpos especificos que utiliza las proteinas HSc70, PDl y la integrina
Uvb3 durante la infeccion, lo que lleva a sugerir que puede ser usado como VO en tumores que expresen

estas proteinas (38-41).

En el presente trabajo se caracteriz6 molecularmente el rotavirus TRUYO mediante analisis de
secuencia de nueva generacién. La distribucién de los segmentos y las mutaciones generadas durante
la adaptacion en lineas celulares tumorales genero un virus con el genotipo 12-R2-C3-M2-A3-N2-T7(6)-
y IX-Rx-C2-M2-A9-Nx-T3. El andlisis filogenético mostrd una relacion mas cercana con rotavirus bovino
y de simio. Indicando que las especies que predominaron durante la adaptacion fueron las especies UK
y RRV, sin embargo, se encontraron segmentos de los genes de las otras especies, lo que podria indicar
recombinacion de segmentos génicos. No se logré obtener la secuencia total del rotavirus. Por ejemplo,

en el andlisis no se detectd la secuencia del segmento 9 el cual codifica para la proteina VP7.

El potencial oncolitico del rotavirus TRUYO fue confirmado en nueve cultivos primarios obtenidos de
tejidos tumorales de pacientes con cancer de ovario y la linea celular MES-OV (ATCC). Las proteinas
de choque térmico Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsc70, laprot e2 na PDI vy |lwsb3ntegreéexnps
de forma heterogénea en los cultivos primarios obtenidos. Mediante el ensayo de ELISA de captura y
co-inmunoprecipitacion se detectd gue estas proteinas se unen al rotavirus TRUYO y el blogueo de las
mismas proteinas disminuyen la infeccion en diferentes porcentajes. Mediante microscopia confocal y
analisis del coeficiente de correlacion de Pearson y el porcentaje de sobrelapamiento de Mander’s se

identificd que el rotavirus TRUYO colocaliza con estas proteinas en diferentes grados. Asi mismo, se
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encontré que colocaliza con Rab5 y mediante microscopia electronica de barrido se encontraron
estructuras compatibles con macropinosomas, indicando que es probable que este virus entra por medio

de endocitosis mediada por macropinocitosis.

Con los hallazgos encontrados en este trabajo se muestra que el rotavirus TRUYO usa las proteinas
Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsc 70, |l a prote2na PDI vy
la infeccion en células de tumor de ovario. Es necesario seguir avanzando en la caracterizacion de este
virus como VO, por lo tanto, se sugiere realizar experimentos in vivo en modelos que validen el tumor
de ovario. Asi como también es necesario conocer si existe un mecanismo especifico para la entrada
del rotavirus TRUYO, ya que en este trabajo se muestra que las proteinas evaluadas participan de forma
heterogénea durante la entrada, pero no se realizaron experimentos que permitieran conocer el
mecanismo funcional. Con los resultados encontrados en este trabajo se sugiere que estas proteinas
comparten una caracteristica funcional o estructural, o que estas proteinas presentan modificaciones
postraduccionales que hacen que el rotavirus TRUYO se una a ellas, y una vez se da la union, debe
presentarse un mecanismo que permita su internalizacion. Esto es basado en que es necesario que las
prote2nas Hsp9o0, Hsp70, Hsp60, Hsc70, PDI , b1l
(determinado por el experimento de bloqueo), pero independiente del porcentaje de expresién de cada
proteina en los cultivos primarios, el rotavirus TRUYO tiene la capacidad de entrar. Adicionalmente, no
se logroé establecer una correlacion directa entre el porcentaje de expresion de ninguna de las proteinas

celulares y el porcentaje de infeccion.
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1. CAPITULO 1. ESTADO DEL ARTE

2.1 Virus oncoliticos

Los virus oncoliticos (VO) son agentes terapéuticos que selectivamente pueden infectar, replicar e
inducir muerte de la célula tumoral con minimo impacto en la célula no tumoral (20). Este tropismo
(oncotropismo) es dependiente de la expresion de receptores de membrana en la célula tumoral que le
permiten la unién, la entrada y la replicacion viral (42). Adicionalmente, los VO utilizan productos génicos
virales que facilitan la evasion de la respuesta inmune, permiten el reconocimiento y penetracién a la
célula, e interactian con la maquinaria celular para alterar los programas de muerte (43). Muchas de las
vias celulares que los virus alteran son las mismas vias que se encuentran desreguladas en la célula
tumoral y como consecuencia estas mismas vias son los blancos para el desarrollo de terapia
antitumoral (44-47).

Los VO pueden ser virus tipo silvestre o virus atenuados naturalmente que tienen la capacidad de
infectar, replicar y lisar células tumorales. Otros VO son virus que han sido modificados genéticamente
con el objetivo de generar deleciones o inserciones de segmentos genéticos para atenuar su virulencia.
Los VO presentan basicamente cuatro modificaciones: 1. Delecion de genes virales codificantes
necesarios para replicacion en células normales, 2. El control de la expresién de genes de expresion
temprana por uso de promotores tejido especifico, 3. Cambio del tropismo viral por insercion de
segmentos que codifican proteinas de unién a receptores e 4. Incorporacion de transgenes dentro del

genoma viral.

2.1.1 Viroterapia oncolitica

La viroterapia es una aproximacion terapéutica para el cancer, que se basa en el uso de VO (48). Esta

sehadesarrollado desde el i mso(VAde@prdnera geseragon)ldarante sl o s

afios 1950 a 1960, pero debido a la toxicidad generada por algunos virus tipos silvestre, la eficacia fue
limitada. Los avances en biologia molecular permitieron la modificacion genética de algunos virus, con

el objetivo de eliminar los genes relacionados con la virulencia (VO de segunda generacion) y en las
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Ultimas décadas se han desarrollado VO que expresan genegiuode fercérar us a
generacion). (49-51).

Las pruebas clinicas han demostrado que la terapia oncolitica presenta un mejor perfil de seguridad con
menor toxicidad comparada con la quimio y radioterapia (52, 53). La viroterapia tiene como principal
ventaja la selectividad del virus por las células tumorales sin infectar las células normales (48). La
aumentada expresion de receptores de membrana, alteracién de la respuesta antiviral, la elevada
actividad metabdlica, la desregulacion del ciclo celular, la hiperactivacién de vias mitogénicas y de
apoptosis han sido relacionadas con esta selectividad (42, 54, 55). Algunos de los virus usados en
pruebas preclinicas y clinicas son oncotrépicos por naturaleza y otros han sido modificados para inducir
la infeccién en la célula tumoral (56). La selectividad de los virus oncotrépicos por la naturaleza es
debida en gran parte a la sobreexpresion de proteinas receptores de membrana especificas en la célula
tumoral, lo que permite una mayor capacidad de infeccion comparada con la célula no tumoral. Por otro
lado, en algunos virus modificados se incluyen segmentos que codifican para proteinas que interactiian
con receptores en la membrana de la célula tumoral (57-59). Después de la infeccidn en la célula
tumoral, el virus genera proteinas citotoxicas, apropiacion de la maquinaria de sintesis de proteinas
celular para su replicacioén, lo que conlleva a lisis celular y liberacion de viriones capaces de infectar
nuevas células neoplasicas dentro del microambiente tumoral (60, 61). Ademas de los receptores en la
membrana celular, la magnitud de la lisis celular depende también del tipo de virus, la dosis viral y la

susceptibilidad de las células tumorales a los diferentes tipos de muerte (14).

También actualmente se le ha atribuido a los VO, la capacidad de inducir inmunidad antitumoral
sistémica. Seguida la oncolisis, se liberan antigenos asociados a tumor, patrones moleculares
asociados a dafio (DAMP) y patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP), los cuales cambian
el microambiente tumoral inmunosupresor e inducen una respuesta inmune adaptativa sistémica, lo que
finalmente lleva a regresiéon del tumor en sitios distantes que no han sido expuestos al virus (14). La
liberacion de estas moléculas ha mostrado que el VO induce muerte celular inmunogénica (62). Esto

ha potencializado su uso como una nueva forma de inmunoterapia.

Debido a que la mayoria de los ensayos con VO que demuestran su actividad oncolitica se han
desarrollado en estudios i i n laiextrapolation a estudios clinicos ha mostrado limitaciones (63). Los

obstaculos mas importantes para la monoterapia con VO han sido: la respuesta inmune antiviral
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generada por el huésped, las barreras extracelulares para la diseminacion viral y la ineficiente
interaccion ligando-receptor en las células blanco (64). La respuesta inmune es una de las mayores
limitaciones debido a que afecta la liberacion y diseminacién de los VO (65, 66), como también por la
presencia de anticuerpos contra los virus preexistentes huésped que pueden neutralizar el VO antes de
llegar al sitio blanco (32). Sin embargo, debido a que se ha identificado que los VO inducen respuesta
inmune adaptativa, estos han sido usados en combinacion con inhibidores del punto de chequeo
inmunologico, o modificados con transgenes que estimulan la respuesta inmune lo que ha mostrado
mayor efectividad (67, 68). Por otro lado, el microambiente tumoral también ha mostrado un papel
determinante en la diseminacion viral. El microambiente tumoral es definido por la interaccion entre la
heterogeneidad celular, el tamafio del tumor, la densidad de la capa de tejido conectivo intratumoral, la
elevada presion intersticial y la baja permisividad de la vasculatura a la diseminacion de VO (42).

De forma general, los resultados de evaluaciones en modelo animal y ensayos clinicos en humano
soportan varios aspectos: 1. los VO pueden administrarse de forma sistémica por via intravenosa para
tratamiento de enfermedad metastasica; 2. las barreras fisicas que limitan la diseminacion del virus por
via intravenosa pueden ser superadas por la administracion escalada de dosis o variaciéon en la cantidad
de virus administrada en los pacientes; 3. las células tumorales no son las Unicas dianas terapéuticas
de muchos virus oncoliticos, debido a que el VO debe interactuar y superar diferentes barreras antes de
alcanzar el nicho tumoral, y 4. la respuesta inmune actia no solo como barrera que limita la diseminacion
del virus por la generacion de una respuesta inmune innata y adaptativa que neutralizan y disminuyen
la replicacién y diseminacién del virus, sino que también puede actuar en conjunto con el VO para inducir

en el huésped una respuesta antitumoral que permite la erradicacién del tumor (69).

2.1.2 Recomendaciones del comité ICH

Con el objetivo de regular el uso de virus oncoliticos y conociendo los riesgos que pueden generar los
virus competentes en replicacion, las autoridades regulatorias representadas por ICH (firhe international
conference on harmonisation of technical requirement for registration of pharmaceuticals for human use")
generd una guia en 2009 y fue actualizado en el afio 2012 donde identifica los principios que deben
tenerse en cuenta para el disefio de VO. Dentro de los requisitos que se deben evaluar en ensayos
preclinicos se encuentran: evaluacién de la capacidad infectiva, la selectividad, conocimiento de las
variantes moleculares, modelos animales adecuados para evaluacion in vivo, ensayos de farmacologia,

biodistribucion y evaluacién de la excrecidn viral, ensayos de toxicologia y estudios de seguridad
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terapéutica, como también estudios de buenas practicas de laboratorio (BPL). Una vez se superen estos
aspectos y se demuestre el potencial oncolitico se puede pasar a la evaluacién en ensayos clinicos, en
donde se deben realizar estudios de farmacocinética, farmacodinamia y actividad biolégica y de
bioseguridad (70, 71).

2.2 Rotavirus

2.2.1 Aspectos generales

El Rotavirus es el agente etioldgico causante de la gastroenteritis en neonatos e infantes. Causa entre
600.000 a 870.000 muertes alrededor de todo el mundo y afecta especialmente a las ciudades que estan
en vias de desarrollo donde los pacientes no reciben una adecuada atencion médica. La infeccién ocurre
principalmente en el enterocito apical del intestino medio donde ocurre la adsorcion. La pérdida de estas

células es lo que causa la deshidratacién y malnutricion lo que conlleva a la muerte (26).

El Rotavirus (RV) es un miembro de la familia Reoviridae, la cual consiste en 15 géneros. Basados en
las propiedades antigénicas y la variabilidad genética de la proteina estructural VP6, el Rotavirus ha sido
dividido en 8 grupos diferentes (RVA-hasta RVH) (31). Los RV A, B y C infectan humanos y varios
animales, mientras que los RV E-H infectan animales. Epidemiolégicamente el RVA es el mas importante
en humanos. Estos RVs y han sido clasificados de acuerdo con la secuencia de nucleétidos de VP7 y
VP4, al patron de migracion del genoma y a patrones de hibridacién ARN. La secuencia de nucleétidos
de VP7 ha permitido la clasificacion en 27 serotipos G y la secuencia de nucleétidos de VP4 en 37 tipos
P. Por otro lado, el patrén de migracién de los segmentos del genoma cuando son sujetos a geles de

poliacrilamida permite la clasificacion en largo, corto stper-corto y electroforesis atipicas (72).

2.2.2 Morfologiay estructura

Los miembros de esta familia son virus ARN no envueltos, con capside icosaédrica y triple capa de
proteinas. Presenta un diametro de100 nm (26). La particula infecciosa esta compuesta de tres proteinas
gue se ha sido denominada particula de la triple capa (TLP). Por analisis basados en crio-microscopia
se ha determinado una estructura con simetria icosaédrica construida por 3 capas de proteinas. Una
capa central o core constituida por 120 moléculas de la proteina VP2 arreglados en 60 dimeros. Cinco
de los dimeros forman un decamero alrededor de un axis con simetria de cinco lados y 12 decameros

forman la capa de proteinas centrales con poros a los lados. Dentro de esta capa se encuentran las
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proteinas VP1 y VP3 necesarias para la transcripcion y replicacion y los 11 segmentos de ARN de doble
cadena del virus. Alrededor de la capa central (core), se encuentra la capa media, la cual esta formada
por 260 trimeros de la proteina VP6, lo cual constituye las particulas de doble capa (DLP). 260 trimeros
de la proteina VP7 forman la tercera capa. Unida esta se encuentran 60 trimeros de las proteinas VP4
El virus con sus tres capas concéntricas forman la particula de la triple capa (TLP) (31). (Fig. 1)

2.2.3 Genoma

El genoma del Rotavirus mide aproximadamente 18.500pb y consiste de 10 a 12 segmentos de ARN de
doble cadena. Estos segmentos codifican para 6 proteinas estructurales (VP1, VP2, VP3, VP4 VP6 y
VP7)y 5 proteinas no estructurales (NSP1 a NSP5) (31, 73). Tablal. Sin embargo, en algunas especies
del grupo A un segundo fragmento de lectura es detectado en el segmento 11 del genoma conduciendo
a la expresion de otra proteina estructural (NSP6), ademas de la NSP5 (72). La longitud de los
segmentos génicos se encuentra entre 667 y 3302pb (31). Debido a la naturaleza segmentada del
genoma cuando ocurre co-infecciébn con dos especies o0 mas se puede dar un evento denominado
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Fig. 1 Estructura del Rotavirus. En la figura se muestra una electroforesis con los 11
segmentos que hacen parte del genomay las proteinas que codifican. A la derecha se muestra
la estructura de cada capa del virus y las proteinas que las constituyen. Tomado de
Desselberger, Ulrich. «Rotaviruses». Virus research 190 (2014): 75-96.

Tabla 1 Caracteristicas del genoma de Rotavirus, localizacion y funciones de proteinas codificadas,
adaptado de la especie RF de Rotavirus (G6P6(1)).
Tomado de Desselberger, U. (2014). Rotaviruses. Virus Research, 190, 75-96
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Segmento | Tamafio | Proteina | Tamafio | Localizacion | Funciones

del (pb) codificada | (Kda) en el virién

genoma

1 3302 VP1 125 Capa ARN polimerasa dependiente de ARN

central viral, union a ARN de cadena sencilla
(RdRp), complejo con VP3

2 2687 VP2 94 Capa Capa central, union a ARN, requerida

central para la actividad RdRp,

3 2592 Vp3 88 Capa Guanilidiltransferasa, metiltransferasa,

central 2'5’fosfodiesterasa, union a ARN
cadena sencilla, complejo con VP1

4 2362 VP42 86 Capa Homotrimero, antigeno de

externa neutralizacion tipo P, proteina de
adhesion, proteasa aumenta
inefectividad, virulencia y fusion con
membrana celular.

5 1581 NSP1 58 No Antagonista de interferon, Ligasa ES3,

estructural Unién a ARN.

6 1356 VP6 44 Capa media | Homotrimero, determinante de especie,
proteccion (neutralizacion intracelular)
requerida para transcripcion.

7 1062 VP7 37 Capa Homotrimero, glicoproteina, , antigeno

externa de neutralizacién tipo G, dependiente de
Cat2
8 1059 NSP2 36 No Octamero, NTPasa de union a ARN,
estructural cinasa NDP, desestabilizante de hélice,
esencial para formacién de viroplasma.
9 1074 NSP3 34 No Dimero, se une a extremo 3"de ARN viral
estructural de cadena sencilla positiva, a elFG4
celular, HSP9O0, desplaza PABP, inhibe
la traduccion de proteinas del huésped.

10 751 NSP4 20 No Glicoproteina transmembranal que se

estructural ubica en el reticulo endoplasmatico
rugoso de la célula huésped, viroporina,
receptor intracelular de las DLPs,
interactla con viroplasma y via
autofagia, modula el ca+2 intracelular, y
replicacibon de ARN, enterotoxina
(secretada), virulencia.
11 666 NSP5 21 No Dimero, proteina fosfo y O-glicosilada,
estructural unién a ARN, cinasa esencial para la
formacion del viroplasma, interactlia con
VP2
NSP6 12 No Interactia con NSP5, localizada en
estructural | viroplasma.

a Rompimiento por tripsina o proteasa en VP5* + VP8*
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2.2.4 Ciclo de replicacién del Rotavirus.

El Rotavirus infecta enterocitos de las vellosidades intestinales y se replica exclusivamente en el
citoplasma. Los viriones de los rotavirus ensamblados nuevamente no son completamente infecciosos,
para penetracion en la membrana la proteina VP4, debe ser proteoliticamente rota en los aminoacidos
Arg231, Arg241 y Arg247 por proteasas similares a tripsinas dentro del tracto gastrointestinal. Esta
cascada de protedlisis culmina en la escision de la Arginina 247 generando dos segmentos: VP8
(28KDa, aminoacidos 1- 247 de VP4) y VP5 (60KDa, 248- 776 de Vp4). Estos productos permanecen
unidos de forma No-covalente en la superficie del viribn maduro. La porcion VP5 es trimérica en la base,
en donde se ubica en medio de las capas de proteinas VP6 y VP7 y dos subunidades de la porcién VP5
se extiende hacia afuera del virién. La proteina VP8 en forma dimérica se ubica en la parte distal de las
dos subunidades de VP5 y se cree que la tercera subunidad de VP8 se disocia del virién. La proteina
VP8 media la unién de muchas especies de Rotavirus (28), mientras que la subunidad VP5 media la

penetracion por interaccién con integrinas.

La replicacion del Rotavirus incluye los siguientes pasos (Fig. 2): (31)
1. Adhesién: mediado por las proteinas VP4 (VP8 y VP5), VP6 y VP7
2. Penetraciéon y desunion.
3. Sintesis de ARN de cadena sencilla positiva mediada por V1 VP3 y VP2.
4. Formacion del viroplasma, empaquetamiento de ARN, sintesis de ARN cadena negativa y
formacion de DLP.

5. maduracién de la particula viral (TLPs) y liberacion.

5. Liberacion (lisis: muerte
celular)

1.Adhesion 3
2. Penetracion

\ Ca+

4 .Maturation

3. Biosintesis
(DLPs —replicacion)

Fig. 2 Ciclo de replicacion del rotavirus. Los rotavirus se unen a la célula blanco mediante varios
receptores ubicados en la superficie de la membrana ya identificados. Penetra mediante el uso de

25|



Evaluacion del aislamiento Rotaviral TRUY como potencial agente oncolitico en células 2019
tumorales de ovario

correceptores via endosoma dependiente o independiente de clatrina y caveolina. La proteina
estructural VP7 es liberada debido a las bajas concentraciones de Ca+2. Las particulas virales DLPs
inician la replicacion de RNA y ensamblaje de DLPs en estructuras denominadas viroplasmas. Las DLPs
son dirigidas hacia el RE a través de la proteina NSP4 del virus que se ubica en el RE y actiia como
receptora. En el RE termina el ensamblaje del virus hasta la formacion de particulas de triple capa (TLPS)
que luego son liberadas en células MA104 mediante lisis. Tomado y modificado de Trask Sy cols 2012
(28).

1. Adhesion.
Este es uno de los pasos importantes durante el ciclo de replicacion del rotavirus y el que determina la
especificidad y tropismo a la célula huésped. En este paso se presentan interacciones de proteinas de
rotavirus con receptores especificos de la membrana celular. En la tabla 2 se muestra un resumen de

las proteinas de superficie de la célula y las interacciones con proteinas virales.

La particula infecciosa del Rotavirus, las TLP, interactian por la proteina VP4 con receptores celulares
(31). El producto de rompimiento de la proteina VP4, la VP8 media la union, esta proteina tienen un
dominio de plegamiento similar a galectina, para muchas especies y puede unirse a motivos que
contengan acido sialico (28). El paso de adhesion inicial es realizado in vitro en menos de un minuto
(30) y es mediado por el reconocimiento especifico de un glicano celular, el cual es uno de los
determinantes de la especificidad de huésped (74). De acuerdo a esto los Rotavirus fueron clasificados
inicialmente como Neuraminidasa (NA) resistente y Neuraminidasa sensible dependiendo de la
susceptibilidad a la infeccidén cuando las células fueron tratadas previamente con NA (75). Sin embargo,
no todas las especies de Rotavirus requieren acido sialico en el extremos terminal para la unién a la
célula (28). Muchas especies de Rotavirus animales, incluyendo el Rotavirus Rhesus (RRV) se unen a
receptores que contienen acido sialico terminal tales como el gangliésido GM3. Algunos Rotavirus
humanos que incluyen la especie Wa se une a receptores con acido sialico ubicado de forma lateral
como el gangliésido GM1 (76). Otras especies de Rotavirus se unen a receptores sin 4cido sialico como
los antigenos de histogrupo sanguineo tipo A, lo que podria determinar el tropismo dependiente de la

edad en nifios (76).

El dominio similar a galectina que se encuentra en la proteina VP8 determina la especificidad de unién
a acido sidlico en algunas especies de rotavirus. En otras especies, en las cuales la especificidad no es
determinada por el acido sialico es debido a la insercidn de asparagina en la posicién 187 en VP8, en el

bolsillo de unién a acido sialico, el cual reorienta la tirosina 188, de tal forma que la cadena bloguea la
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union a acido sialico mediante impedimento estérico, y permite que la tirosina reorientada pueda formar

contactos hidrofébico con los antigenos de grupos sanguineo A (77).

Tabla 2 Receptores celulares y proteinas de union que participan en la adhesion y union

Moléculaen Proteina del Actividad Motivo de la Referencias
la célula Rotavirus proteina viral
implicada
Acido siélico VPp8* Unién Carbohydrate binding  Dormitzer PR, y cols 2002
site (78, 79)
U2b1 VP5* Post-union DGE (VP5¥) Zarate S., y cols 2000 (80)
U4b1 VP7, VP5* Post-unién YGL (VP5*); LDV o | Coulson BS y cols 1997,

LDI (VP7) Graham KL 2005 (81, 82)

Ux b2 VP7 Post-union GPR (VP7) Coulson BS y cols 1997,
Hewish MJ 2000, (81, 83)

avb3 VP7 Post-unién, 161INEWLCNPMD169 Guerrero Cay cols 2000,
Oxido- (35) Graham KL 2003 (84)
reduccion
Hsc70 VP5* VP7, Chaperona aa 642-658 (VP5%); Zarate S., 2003, Gualtero
VP6 aa 280-296 (VP6); aa DF., 2007 (33, 85)
531-554 (VP5%)

PDI VP5* VP7, Chaperona, aa 189i 210 and aa = Calderon MN, Guerrero CA
VP6 oxido- 2431 263 (VP7) y cols 2012, Calderon MN

reduccion Guzman F.,y cols 2012

(86, 87)
HBGAs VP8* Union Sitio de unién a LiuY ycols 2012, HuLy
carbohidrato cols
(76, 77, 88)
JAM-A VP4 Post-unién Torres-Flores y cols 2015
(89)

Después de la unidn inicial varias proteinas pueden actuar como correceptoras del rotavirus, entre ellas
varias proteinas heterodime r i ¢ a s u2mp1, U5H3, U2ph1
motivos ligandos en VP5 o VP7. (motivo DGE en VP5 o0 RGD en VP7) o con las proteinas de choque

i ntegrinas

térmico HSC70, todos los correceptores se encuentran en balsas lipidicas (sitios de la membrana con
lipidos resistentes a detergentes) que actllan como plataformas de asociacién de las TLPs (31). Sin
embargo, no todas las especies requieren integrinas, mientras que todas las especies si han mostrado
requerir HSC70 (75). Los residuos de VP5 son implicados en la penetracion y en la unién a integrinas la
extremo carboxiterminal de VP5. La subunidad VP5 contiene dominios DGE e IDA que interactdan con
integrina U2b1ly U4blenespéctsiivdme ndtee.undP 7

U2b1 si

| a

integrina rve de uni-n para esp@ald atavésdde
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la unién con el dominio DGE de VP5 (80). Mi entras que |l a integrina

receptor comun para especies neuraminidasa resistentes como neuraminidasa sensibles (35, 90).

La interaccion viral con HSc70 también es un paso pos-adhesion y es dado por un dominio de VP5
localizado entre los aminoacidos 642 a 658 (85). El segmento de HSc70 de unién a rotavirus se ubica
en el extremo carboxi-terminal en el dominio de unién a péptido (aminoacidos 384-650). La interaccién
de rotavirus con este dominio es reduce la inefectividad de manera dependiente de ATP.
Adicionalmente, es sugerido que Hsc 70 no solo actia como un receptor del rotavirus en la membrana
de las células y sirve de anclaje durante el paso del rotavirus hacia el espacio citoplasmatico, sino que
también ayuda al virus a entrar a la célula posiblemente por induccion de cambios conformacionales de

las proteinas de superficie del rotavirus (91).

2. Penetraciéon y desunién
Después del contacto con el receptor, la proteina VP4 de TLPs experimenta cambios conformacionales
de tal forma que el dominio lipofilico de VP5 que se encuentra debajo de VP8 es expuesto en la superficie
en forma de un estado similar a sombrilla. Seguido de la unién, el mecanismo de entrada del rotavirus
puede darse por via endocitica 0 No. Durante este proceso de entrada las proteinas de la capsida
externa (VP7) se solubilizan debido a bajas concentraciones de calcio en los endosomas,
adicionalmente durante la entrada se requiere la presencia de colesterol y de la GTPasa dinamina en la
membrana celular (31). Las especies de rotavirus difieren en el mecanismo de entrada, se ha reportada
gue la entrada de la especie de rotavirus RRV en células MA104 es independiente de endocitosis
mediada por caveolina y clatrina y es independiente de dinamina (una proteina involucrada en la
escision de las vesiculas endociticas desde la membrana celular) (92). Al contrario, las especies bovina
UK, porcina TRF41 y humana Wa utilizan la via endocitica mediada por clatrina (93). Se cree que la
proteina VP5 permeabiliza la membrana celular para la formacién de poro y la consecuente liberacién
de DLPs dentro del espacio citoplasmatico (78, 79). La proteina VP7 probablemente estabiliza la
proteina VP5 en la parte superior para permitir una adecuada penetracion. Durante este proceso las
TLPs son internalizadas y las bajas concentraciones de calcio en el endosoma desestabilizan el trimero
de VP7 liberandolas del viridn, esta disociacion permite que se induzcan cambios conformacionales en
la proteina VP5 para que induzca la formacion de poros en la membrana del endosoma y se libere las
DLP (particulas de doble capa) al citoplasma (28). Teniendo en cuenta estos hallazgos en la interacciéon
entre rotavirus y proteinas de superficie celular, durante la unién y penetracion Guerrero y cols 2015 han

propuesto un modelo para la entrada del rotavirus a la célula (37). (Fig. 3)
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3. Sintesis de ARN de cadena sencilla positiva
Las particulas de rotavirus poseen su propio complejo de transcripcion, consiste en las proteinas VP1,
la cual es una polimerasa ARN dependiente de ARN (RdRp) y la proteina VP3 que es la enzima capping
con actividad metilasa, guanilitransferasa, y fosfodiesterasa. Este complejo se encuentra en la superficie
interna de la capa central compuesta por VP2 (31). La proteina VP1 es una enzima globular compuesta
por un dominio central conservado con actividad polimerasa (42). Los ARN(+) de rotavirus sirven como
ARNmM para la sintesis de proteinas ( replicacién temprana) y como templetes para la replicacion de
ARNSs (ciclo de replicacién tardio) (94). Un incremento logaritmico en la produccion de ARNm en los
estadios tardios de infeccion ( >4 horas post-infeccion) indica que los DLPs nuevamente sintetizados

tienen transcripcion activa (31).

4. Formacion del viroplasma, empaquetamiento de ARN, sintesis de ARN cadena negativa
y formacién de DLP.
Los productos de ARN+ que salen de las DLPs se acumulan en el citoplasma y son disponibles para la
traduccién por los ribosomas de la célula huésped. Las proteinas no estructurales NSP2 y NSP5 se co-
localizan alrededor de los DLPS gue estan transcribiendo y forman la estructura denominada viroplasma
(94). La proteina NSP2 se une a VP1, VP2 y a la tubulina, sugiriendo que la tubulina hace parte del
viroplasma. Los proteasomas funcionales y proteinas de la autofagia son esenciales para la formacién
del viroplasma vy la replicacion viral (31). EI empaquetamiento de los 11 segmentos de ARN+ es no
claramente determinado, sin embargo, se han propuesto dos modelos para este paso. Un primer modelo
denominado «empaquetamiento concertado» en donde la distribucion de los 11 segmentos de ARN+
se da por interacciones ARN-ARN antes del empaquetamiento del genoma (94). Primero la proteina
VP1 (o en complejo con VP3), se une a los extremos 3'de ARN(+), en una secuencia conservada de 4
nucledtidos (UGUG), creando 11 diferentes complejos ARN-enzima (28). Los 11 complejos se
distribuyen en la ausencia de VP2 (94). El segundo modelo denominado «llenado del core» propone
gue los 11 segmentos de ARN (+) experimentan una ordenada insercién dentro del complejo de
proteinas preformado a través de la actividad ATPasa de la proteina NSP2. De esta manera la seleccién
de ARN es mediada no por las interacciones entre ARN, sino por la unién especifica de los ARN (+) a
proteinas virales. Seguido a este proceso de empaquetamiento la expansion del cipside central se inicia
la sintesis de de la hebra negativa para general el genoma ARN de cadena doble (94). Una vez formadas
las particulas centrales, VP1, VP2 y VP3, estas son transcapsidadas por la proteina VP6 conduciendo
a la sintesis de DLPs (31). La proteina NSP3 interactta con el extremo 3 de los ARN virales de cadena

sencilla 'y con el factor de traduccion elF4G (31), inhibiendo la sintesis de proteinas (95).
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Fig. 3 Interacciones del Rotavirusireceptores superficie de la célula durante el proceso de

entrada. A. La infeccion es iniciada por la interaccion mediada por la proteina VP8 (adhesion) acidos

sidlicos (AS) terminales o sub-terminales localizados en glucolipidos de la superficie celular incluyendo
gangliésido o acidos sidlico-localizados en la superficie de glicoproteinas. N y O glicosilacion derivados

de &cido neuraminico son indicados. Rotavirus resistentes a neuraminidasa pueden unirse directamente

a U2b1 a trav®s de | a secuencia DGE en VP5. Especi e
atas de VP8 a AS antes de interactuar capordeda U2b1
superficie celular asociado a microdominios lipidicos que contienen caveolina es representado. La
secuencia de interaccion virion-célula que toma lugar despuésdelauni - n a U2b1 no ha si
Sin embargo varias interacciones que involucran proteinas estructurales (VP5, VP6 y VP7) y receptores

de superficie celulares asociados a microdominios lipidicos (Hs ¢ 7 0 , PDI e integrinas
U v D I sido documentada. Estas interacciones son ilustradas. B. Disrupcién de proteinas de rotavirus

(VP5, VP6 y VP7), causada por chaperona (Hsc70 y PDI) y actividad oxido-reductasa (PDI, integrina

U v D &s representada. Tomado de Guerrero y cols 2016 (96).

5. Maduracién de la particula viral y liberacion.
Para el completo ensamblaje del virién, las DLPS deben salir del viroplasma, asociarse con la proteina
VP4 y luego alcanzar la membrana del reticulo endoplasmatico para adquirir la proteina VP7. Este paso
es regulado por la proteina NSP4 (28). NSP4 recluta DLPs y VP4 desde la cara citosdlica del RE, este
complejo DLPs-VP4-NSP4 induce deformacion de la membrana del RE translocando el complejo al RE.
La membrana es removida y posteriormente la proteina VP7 es ensamblada y estabilizada con las altas
concentraciones de ca+2 existentes en el RE. Las TLPs son liberadas desde células no polarizadas
MA104 por lisis celular y en células epiteliales como Caco2 se ha descrito un proceso de gemacion que
directamente no mata la célula (28, 31), asi como también morfologia compatible con apoptosis ha sido

detectada en linea celular de adenocarcinoma de colon (HT-29) infectada con Rotavirus SA-11 (97).
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2.2.5 Mecanismos de muerte relacionados con proteinas de rotavirus.

Hay pocos estudios que relacionan la infeccion con Rotavirus y los diferentes subtipos de muerte celular
generados durante la liberacion de las TLPs. Un estudio inicial realizado por Superti F, y cols 1996 en
células de adenocarcinoma de colon (HT-29) infectadas con Rotavirus SA-11 reportan muerte celular
relacionada con apoptosis debido a la observacién de condensacién y fragmentacion de la cromatina y
formacion de cuerpos apoptéticos (97). En otro estudio realizado en células CaCo2 de adenocarcinoma
de colon infectadas con Rotavirus RRV se evidencié que durante el proceso infecciosos se conduce a
perdida del potencial de membrana mitocondrial y liberacién del citocromo ¢ desde la mitocondria y que
este evento es dependiente de la multiplicidad de infeccion y del tiempo post infecciéon, generandose
después de las 4 horas a 24 horas post infeccion (98). Por otro lado, la infecciéon de células MA104 con
Rotavirus RRV indujo activacion de caspasa 3, fragmentacion de ADN, rompimiento de la polimerasa
poliADP ribosa, liberacién de citocromo ¢ desde la mitocondria y activacién de la proteina pro-apoptética

Bax (un miembro de la familia Bcl-2), indicando una ruta de muerte relacionada con apoptosis (99).

Durante los estadios tempranos de infeccion, el rotavirus interactda con la proteina PI3K para activar
esta vz2a. La prote2na NSP1l interact%a con | as

PI3K, para promover vias de supervivencia celular e inhibir la apoptosis por medio de activacién de la
proteina AKT (100). Asi mismo se ha mostrado que NSP1 interactlia con el dominio de union a ADN de
p53, este evento lo dirige a degradacion via proteasoma y suprime la muerte celular por apoptosis.
Durante los estadios tardios cuando se ha generado la progenie viral la interaccion NSP1-p53 se

disminuye lo que resulta en restauracion del nivel de p53 e inicio de las sefales pro-apototicas (101).

La proteina NSP4 ha mostrado estar implicada en el proceso de muerte celular modulado por el
rotavirus. Bhowmick R, y cols 2012, reportaron que la proteina NSP4 tiene funciones pro-apotéticas
debido a que se localiza en la membrana mitocondrial junto con la proteina traslocadora de adeninay el
canal de anién dependiente de voltaje, esto induce liberacién del citocromo ¢ desde la mitocondria y
activacion de caspasas durante estadios tardios de la infeccién. Estas funciones de NSP4 son inhibidas
durante las fases iniciales de la infeccién por la activaciéon de la via PISK/AKT por NSP1 (102). También
se ha mostrado que la proteina NSP4 de rotavirus bovino induce activacién de caspasa 4 y la proteina
homologa C/EBP, la cual estd relacionada con apoptosis inducida por estrés del RE (103).

Adicionalmente, se ha reportado que la proteina NSP6 de diferentes especies de rotavirus podrian

31|

subu



Evaluacion del aislamiento Rotaviral TRUY como potencial agente oncolitico en células 2019
tumorales de ovario

afectar las funciones mitocondriales durante el proceso infeccioso ya que esta se localiza en la

membrana mitocondrial a través de una secuencia conservada en el extremo N-terminal (104).

2.3 Céancer de Ovario

El ovario normal estd compuesto por un tejido complejo que tiene diferentes componentes. EL 90% de
los tumores tienen una histologia epitelial y se cree que se originan a partir de la superficie epitelial
ovarica (ESO) (105, 106). El cancer Epitelial ovarico (CEO) es un grupo heterogéneo de neoplasmas
gue presentan un amplio rango de heterogeneidad morfolégica, manifestaciones clinicas y alteraciones
genéticas (107) Lo que ha llevado a reevaluar el origen anatomico del CO por lo que en los Ultimos afios
han surgido diversas teorias donde se plantean origenes diferentes al ESO, como por ejemplo la trompa

de Falopio, depésitos de endometriosis, o la superficie de la cavidad peritoneal (105).

El ESO esta compuesto por células epiteliales cuboidales, caracterizadas por la presencia de
citoqueratinas 7, 8, 18 y-hidicXiesteraide ty Jagirima oEl mbreactony la
integridad epitelial del ESO son mantenidas por desmosomas, integrinas y cadherinas (108). Las
cadherinas que son proteinas que mantienen la adhesién célula-célula influyen en la expresién de
genes, por lo tanto, una desregulacion en estas proteinas durante el proceso de carcinogénesis se ve
reflejada directamente en la regulacion genética. La N-cadherina es la proteina que mantiene las uniones
intercelulares en las células de la granulosa y en el mesotelio extra-ovarico, la E-cadherina es la principal
molécula de adhesion de las células epiteliales presentes en el endometrio y epitelio endocervical. En
el ESO la expresién de E-Cadherina es limitada a regiones donde las células asumen estructuras
columnares asimilando un fenotipo metaplasico (109), el resto de células del ESO carece de expresion
de E-cadherina y CA 125, dos marcadores relacionados con caracteristicas de epitelio maduro
diferenciado. En lugar de estas proteinas expresa marcadores relacionados con caracteristicas de tejido
mesenquimal como N-cadherina y Vimentina (110). La co-expresion de E-cadherina y N-cadherina ha
sido asociada a diferenciacion epitelial aberrante y adquisicion de caracteristicas de malignidad (108) y
la posterior perdida de la E-cadherina de la célula epitelial ovarica promueve la metastasis (109).

Actualmente la clasificacion del CO se realiza de acuerdo con las caracteristicas morfoldgicas y
quirdrgicas. La clasificacién realizada por la FIGO (Federacion Internacional de Ginecologia vy

obstetricia) involucra estadiaje de acuerdo a las caracteristicas quirdrgicas, de la siguiente forma: (111)

9 Estadios I, limitado al ovario o trompa de Falopio
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1 Estadio 2, involucra 1 o ambos ovarios, trompas de Falopio, con extension pélvica o cancer
peritoneal primario.

1 Estadio 3, involucra uno o ambos ovarios con confirmacioén citolégica o histolégica de
diseminacion al peritoneo, fuera de la pelvis y o metastasis de nédulos linfoides retroperitoneales

1 Estadio 4, distintas metastasis diferentes a metastasis peritoneal.

Por otro lado, las caracteristicas morfolégicas han servido durante varias décadas para la
fundamentacion de la carcinogénesis del ovario y basados en un origen celular histolégico la OMS
(organizacion mundial de la salud) clasifica el CO de la siguiente forma: (112)

1 Tumores de origen epitelial
1 Tumores de los cordones sexuales-estroma (mesénquima sexualmente diferenciado)

1 Tumores de células germinales.

El 90 % de los tumores que se desarrollan en el ovario son de origen epitelial y estos basicamente son
subdivididos en 8 subtipos histolégicos: seroso, endometrioide, mucinoso, célula clara, transicional,

escamoso, célula mixta e indiferenciado (107, 113).

En el proceso de carcinogénesis convencional se han establecido varios criterios para el desarrollo y
evolucion del tumor, como por ejemplo el modelo de evolucion clonal, en donde las células van
adquiriendo ciertas capacidades durante la transformacion maligna que le permiten adaptarse al
microambiente y posteriormente hacer metastasis y que generalmente el tejido maligno guarda una
estrecha relacién entre las caracteristicas histoldgicas y moleculares con el tejido de origen, esto no se
ha podido determinar en el CO, lo cual puede ser atribuido a la clasificacion empleada hasta ahora y el

poco entendimiento que tenemos de esta patologia (105).

La carcinogénesis del ovario muestra una gran heterogeneidad en cuanto a evolucién del tumor y
caracteristicas celulares lo que ha llevado a plantear un modelo dual de clasificacion basado en los
hallazgos moleculares y morfolégicos para tratar de explicar las vias de carcinogénesis implicadas en la
evolucion del tumor de ovario (114). Esto es debido a que en la carcinogénesis del CO no se ha

observado la clasica via de evolucion de los procesos tumorales comprobados en otros canceres (107).
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2.4 Integrinas

Las integrinas se encuentran entre las proteinas receptores de superficie de membrana citoplasmaticas
mas abundantes y son expresadas en todos los tipos celulares a excepcion de los eritrocitos (115). Son
receptores heterodimericos U/ b que regulan interacciones ent

re Cc

fecha se han mapeado en el genoma humano 18sub-uni dades -Wniyd 8dessibb, | as cu

al menos 24 heterodimeros funcionales con diferente especificidad y afinidad en cuanto a ligando (116).
Cada subunidad de la integrina tiene un dominio extracelular, una region transmembranal y una corta
region citoplasmatica (30-40 aminoéacidos) (117). En general cada heterodimero de integrina se puede
unir a multiples ligandos y cada ligando puede unirse a multiples heterodimeros de integrinas, indicando
gue el patrén de expresion espacio-temporal de ellas determinan como una célula censa y responde a
los diferentes estimulos (116). Mientras que cada heterod2mero U/ b mue
expresion en las células normales, en las células tumorales su expresion es alterada. Esta alteracion del
patron de expresion tiene un papel importante durante la transformacion maligna en proliferacion,

supervivencia, invasion y metastasis de la célula tumoral (5).

2.4.1 Integrinas y cancer de ovario.

En el CO a diseminacion de la célula tumoral y la proliferacion local depende de la colonizacion de las
células mediante procesos de adhesion celular dentro del linaje mesotelial de la cavidad peritoneal y
subsecuente invasion a los érganos circundantes. Las integrinas son fuertemente implicadas en estos
eventos. De los reportes pioneros en involucrar las integrinas y la transformacién maligna del epitelio
ovarico se encuentra el realizado por Skubitz Amy P.N. y cols en 1996, quienes reportaron disminucién
en |l a expresi-n de |l as integri na solidddémvariog e ascRis
comparadas con epitelio normal, sugiriendo un papel para estas integrinas durante el proceso de
invasion (118). Lau MT y <cols 2012, deter mi nar damcog el f&actor
de crecimiento epidérmico induce la invasién en el tumor de ovario. La formacién de agregados celulares
caracteristicos del ascitis en el tumor de ovario ha sido relacionada con la sobreexpresion de la integrina

U3 y aumento de |l a actividad c@i9l 2tica de | a

La integrina Uvb3 fue |l a primera integrina d
angiogénesis. Estas integrinas son ampliamente expresadas en vasos sanguineos de biopsias de
tumores humanos pero no en vasos de tejidos normales (117). En cancer de ovario la sobreexpresion
de estas integrinas ha sido correlacionada con mayor resistencia a quimioterapia y pobre pronostico

(120,121). Se ha relacionado que el a ume nt ovitrenectinaae la
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matriz extracelular aumenta la motilidad y proliferacion de la célula epitelial tumoral ovérica (122). Por el

contrario Partheen K., ycols 2008 encuentran que | a disminuci-n e
esta correlacionada con un mejor pronostico (123). ElI bloqueo de |l a Uvb3 medi e
apoptosis de la célula endotelial, aumento de la actividad de la proteina supresora de tumor p53,

aumento en los niveles de proteina del inhibidor p21wafl y disminucién de la proteina antiapoptotica

BAX (117). Asi mismo el tratamiento de células tumorales de ovario con antagonistas de la integrina

Uvb3 disminuye | a pr dli24,f ec@mo - nambil@&n ilnavaisn hinbi ci
relaciona con disminucién de la proliferacion y la apoptosis (125). El aumento gradual de la integrina

Uvb6 tambi ®n ha si dda progesidnedél @éndende avihio emtelial (126). Estos
resultados muestran que las integrinas son sobre-expresadas en la célula epitelial durante la
transformacién maligna y pueden ser usadas como blancos moleculares para el disefio de VO que

interactden con ella durante el proceso de entrada.
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3 CAPITULO 2. MARCO CONTEXTUAL

3.1 Antecedentes

La viroterapia tiene como principal ventaja la selectividad del virus por las células tumorales sin infectar
las células no tumorales (48). Algunos de los virus usados en pruebas preclinicas y clinicas son
oncotrépicos por naturaleza y otros han sido modificados para inducir la infeccién en la célula tumoral
(56). Teniendo como obijetivo el disefio de un agente viral oncolitico basado en cepas de rotavirus, en
el laboratorio de biologia molecular del virus de la Universidad Nacional facultad de Medicina, se ha
venido estudiando el potencial oncolitico de cinco agentes rotavirales generados mediante coinfeccién
de cepas rotavirus tipo silvestre adaptadas para infectar y replicarse en células tumorales. La adaptacién
involucrd la infeccion de lineas celulares tumorales previamente expuestas a 42°C por 30 minutos (para
inducir la expresion de proteinas de choque térmico) con varios tipos de virus silvestre. Esto permitié
seleccionar aislamientos rotavirales con capacidad de infectar células con sobreexpresion de proteinas
Hsp’s. El aislamiento rotaviral TRUYO fue generado por el uso de las siguientes cinco cepas silvestres:
TRF-41 (G5) (cerdo), RRV (G3-P3) (mono Rhesus), UK (G6-P5) (bovino), Ym (G11-P9) (porcino) y OSU
(porcino). La mezcla se realizé mediante 100 ciclos de replicacidbn que permitieron una seleccion
evolutiva. Se ha postulado que este virus podria tener un papel oncolitico debido a que induce la
expresion de marcadores relacionados con muerte celular (37, 38, 40). En una etapa posterior teniendo
en cuenta las recomendaciones del comité "The international conference on harmonisation of technical
requirement for registration of pharmaceuticals for human use", (ICH), como primer paso para el disefio
y caracterizacion de los aislamientos rotavirales como agentes virales oncoliticos, en el LBVUNAL se
han realizado estudios in vitro en diversas lineas celulares tumorales, entre ellas: la linea celular de
leucemia mieloide humana U937, leucemia linfocitica aguda Reh, cancer de estbmago KATO lll, cancer
de Pulmdén A549, cancer de mama MCF-7, mieloide de raton Sp2/0-Agl4 y cultivos primarios de
leucemias humanas y No tumorales como la linea celular de fibroblastos L929, en donde se ha
demostrado que al bloguear con anticuerpos especificos las diferentes proteinas HSP, PDI y e integrina
Uvb3 se induce una disminuci-n de | a rotavirates. doque
llevo a sugerir que estos aislados rotavirales pueden ser usados como virus oncoliticos en tumores que

expresen las proteinas de choque térmico (37-41).
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3.2 Formulacion del problema

El CO es la séptima causa de muerte en mujeres. Para el afio 2018 se diagnosticaron 295.414 casos y
184.799 muertes relacionadas con esta enfermedad a nivel mundial (C56) (1). Los factores prondésticos
tales como estado quirtrgico, volumen residual del tumor postquirdrgico, grado histol6gico y marcadores
tumorales son insuficientes para hacer un tratamiento especifico en pacientes con CO (127). La
supervivencia a cinco afos de las pacientes con diagnéstico de CO es solo del 30% aproximadamente,
debido a que el diagnostico se realiza en estadios Il y IV y la alta resistencia presentada por las
pacientes a los tratamientos actuales basados en platinos (>75%)(28, 123, 128, 129). Adicionalmente,
se ha descrito que el 40% de las pacientes que responden inicialmente a la quimioterapia presentan
recurrencia (130). Por lo tanto, es necesario desarrollar nuevas alternativas terapéuticas que puedan
ser usadas como monoterapia 0 terapia adyuvante que permitan mejorar la sobrevida en estos
pacientes.

Una de las alternativas para tratamiento del cancer ha sido el uso de virus oncoliticos (131-133). En el
laboratorio de biologia molecular del virus de la Universidad Nacional de Colombia (LBVUNAL) se ha
venido trabajando con rotavirus generados por seleccién evolutiva, para los cuales se ha mostrado que
tienen la capacidad de infectar diversas lineas celulares como U937, cancer de estomago KATO I,
cancer de Pulmén A549, cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-231, cancer de préstata PC-3, mieloma
de ratén Sp2/0-Agl4, y que para el proceso infeccioso son importantes las proteinas de choque térmico
Hsc70, PDI y | a iEstoseotpvirusmahatsidd e/aluados en lineas celulares de cancer de
ovario, ni en cultivos primarios obtenidos de pacientes de cancer de ovario. Tampoco se ha evaluado si
las células de tumor de ovario expresan en la membrana celular las proteinas Hsp90, Hsp70, Hsc70,
Hsp60 o Hsp4o0, PDI y |l as i nt e g daipmolabkle caphcidadinfectiyay/ o b <
oncolitica del asilamiento rotaviral TRUYO se relaciona con la presencia de estas proteinas en la

membrana citoplasmatica de células tumorales de ovario.

3.3 Justificacion

Durante el proceso de transformacion maligna la célula cancerigena de ovario aumenta la expresiéon de
una serie de proteinas entre las cuales se encuentran integrinas, proteinas de choque térmico y la
proteina PDI. Las integrinas que se han correlacionado ya sea con un pobre pronostico o con la
capacidad de las células tumorales de formar esferoides y adquirir la capacidad de hacer metastasis
son: laintegrinaU 6 b(#18), i nt e ¢184),nd ab 1 n (129, n h a g U B(h28-12P)yirfegrina
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U v b(626). Asi como de también se ha descrito la relacion entre proteinas de choque térmico y la
transformacién maligna del ovario. Entre estas se ha relacionado la expresion de la proteina HSP27 con
desarrollo de tumor de ovario de alto grado y la capacidad de la célula tumoral de hacer metastasis (135,
136), aumento en el ARN mensajero de HSP60 con mayor supervivencia (137) y por el contrario
aumento de expresion en la proteina Hsc70 con peor prondstico (138), esto hace atractivas a estas
proteinas para ser usados como blancos terapéuticos. Un ejemplo es el disefio de virus oncoliticos que
usen estas proteinas como receptores para union y entrada a la célula. Uno de los parametros limitante
en la viroterapia oncolitica actual es la presencia de receptores limitados para la entrada de los virus.
Dado que las células tumorales expresan las proteinas que han sido relacionadas como receptores de
membrana del rotavirus, es probable que los aislados rotavirales generados en el laboratorio de biologia
molecular de virus infecten e induzcan la muerte de estas células tumorales.

Por otro lado, para el disefio y uso de agentes virales oncoliticos el ICH ha sugerido una serie de pasos
necesarios para evaluar el potencial oncolitico de los virus. En el primer paso, se deben realizar ensayos
in vitro para evaluar la toxicidad del agente viral en lineas celulares permisivas y no permisivas (71). En
el laboratorio de biologia molecular de virus se ha evaluado el potencial oncolitico en diversas lineas
celulares (37, 38, 40). Sin embargo, no se habia evaluado en linea celular de ovario, ni en cultivos
primarios de CO. Estos Ultimos podrian representar de una forma mas cercana la arquitectura tisular
del tumor. Teniendo en cuenta lo anterior, es necesario evaluar si el aislamiento rotaviral TRUY O infecta
lineas celulares de origen ovérico y células tumorales en cultivo primario obtenidos de pacientes con
cancer de ovario. Una vez se determine la capacidad infecciosa de este virus, es necesario conocer Si
las proteinas involucradas en el proceso infeccioso en otros tipos de lineas celulares también participan
durante la entrada del rotavirus TRUYO en este tipo de células tumorales y adicionalmente, es
importante determinar si la infeccion induce muerte celular y los posibles mecanismos de muerte. La
evaluacion del potencial oncolitico del aislamiento rotaviral TRUYO in vitro en cultivos primarios,
permitird plantear el segundo paso de las recomendaciones del ICH, el cual implica evaluacién de la

seguridad del agente viral oncolitico en modelo animal.

A partir de conocimiento previo de los rotavirus adaptados y de la biologia del cancer de ovario se

formularon las siguientes preguntas:

1. ¢Células provenientes de linea celular de ovario y las obtenidas en cultivos primarios a partir de
tejidos tumorales de pacientes con cancer de ovario expresan las proteinas de choque térmico,
Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp40 Hsc70, l a prote2na PDI vy | as
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¢Las células de tumor de ovarios son susceptibles permisivas a la infeccion del rotavirus TRUYO?
3. ¢Qué papel juegan las proteinas Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp40, Hsc70, la proteina PDI y las

integr, nmz Yw1b3 durante | os primeros eventos de i
4. ¢Lainfeccion por rotavirus TRUYO genera efectos citotdxicos y cambios en la expresion de

proteinas relacionadas con muerte celular?

3.4 Hipo6tesis de trabajo

Las células de cancer de ovario que expresen las proteinas de choque térmico (Hsp90, Hsp70, Hsp60,
Hsp40, Hsc70), PDI y/ o | a integrina b3 en su membrana <cit
la infeccion por el rotavirus TRUYO generando muerte celular.

Para resolver las preguntas de investigacién, se plantearon los siguientes objetivos:

3.5 Objetivos

3.5.1 Objetivo general

Evaluar la capacidad infectiva y oncolitica del rotavirus TRUY O en células tumorales de pacientes con

cancer de ovario.

3.5.2 Objetivos especificos

1. Determinar la capacidad infectiva del rotavirus TRUYO en un modelo in vitro de células de
pacientes con cancer de ovario.

2. Establecer la participacion de las proteinas de choque térmico (Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp40,
Hsc70), PDI y | a i nlarmegbrana ctoplalswhatiBa del eglulas tumorales de ovario
durante el paso de penetracion rotavirus TRUY.

3. lIdentificar la expresibn de marcadores moleculares de muerte celular en cultivos primarios

obtenidos de pacientes con cancer de ovario infectadas con el aislamiento rotaviral TRUYO

Para alcanzar estos objetivos, esta tesis fue dividida en 2 capitulos, los cuales permitieron
responder de forma integrada las preguntas planteadas y representan los manuscritos

sometidos.
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4. CAPITULO 3. RESULTADOS LINEA CELULAR
4.1 CARACTERIZACION DE ROTAVIRUS ADAPTADO (TRUYO).

4.1.1 Determinacién del genotipo analisis de secuencia de rotavirus y TRUYO.

RNA fue obtenido a partir de TLPs purificadas por CsCl. Las secuencias obtenidas por secuenciacion
lllumina de genoma completo Hiseq 2500 (Macrogen, Korea) fueron analizadas usando la base de datos
VirusTAP para obt ener (Ahexcsl A Rosteriermente se sealidacoo alineangestads
m¥%l ti pl es d& dlotse Michmnd i prsradas seouenaiasirepantadasfen NCBI para las
especies de rotavirus TRF, RRV, UK, YM y OSU u@eerodo I
1 B). La determinacion del genotipo (VP7-VP4-VP6-VP1-VP2-VP3-NSP1-NSP2-NSP3-NSP4-NSP5) fue
determinada usando la herramienta automatizada de genotipificaciéon RotaC v2.0 y teniendo en cuenta
el porcentaje de identidad de cada segmento (Anexo 2). Esta base de datos usa alineamiento multiple
clustal 2,1, usando la matriz de distancia por pares con el algoritmo Needleman-Wunsch y permite la
construccion de arboles filogenéticos usando el algoritmo del vecino mas cercano (139) La
genaotipificacion se realiz6 de acuerdo con las guias propuestas por el grupo de trabajo para la
clasificacién de RV (Rotavirus Classification Working Group (RCWG): Gx-P(x)-IX-RXx-Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-

Ex-Hx, donde X define el genotipo de cada uno de los genes

4.1.1 Resultados de la caracterizacion molecular del rotavirus

Teniendo en cuenta que el rotavirus TUYO es un virus generado por adaptacion de 5 especies de
rotavirus que infectan animales: TRF (cerdo), RRV (mono Rhesus), UK (bovino), YM (cerdo) y OSU
(porcino), adaptacién en tumorales humanas, la secuencia del rotavirus purificado por cloruro de cesio
fue secuenciado usando lllumina TruSeq con cubrimiento de 35x con el objetivo de identificar la especie
obtenida. La secuencia obtenida fue ensamblada usando la herramienta virusTAP. Se detect6 que las
secuencias alinean con rotavirus del grupo A. De acuerdo con las secuencias (contigs) obtenidas en la
base de datos VirusTAP, se logré identificar el genotipo de acuerdo con las secuencias de los genes:
VP6 (1), VP1(R), VP2 (C), VP3 (M), NSP1(A), NSP2(N) y NSP3(T). El genotipo encontrado fue 12-R2-
C3-M2-A3-N2-T7(6)- y Ix-Rx-C2-M2-A9-Nx-T3 (Anexo 3). El analisis filogenético muestra una relaciéon
mas cercana con rotavirus bovino y simio. Indicando que la especie que predomino durante la
distribucion fueron estas dos especies (Anexo 4) y en el electroferotipo se muestran los 11segmentos

correspondientes al genoma de rotavirus. (Anexo5)
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4.2 ACTIVIDAD ONCOLITICA DEL ROTAVIRUS TRUYO EN LA LINEA CELULAR MES-OV

4.2.1 Contextualizacién

Una de las terapias prometedoras para el tratamiento del cancer, que ha tenido gran desarrollo en las
Ultimas décadas, es la terapia viral oncolitica (TVO). Un virus oncolitico (VO) preferencialmente se dirige
a las células tumorales, las infecta, se replica e induce muerte de estas sin tener efectos toxicos en las
células no tumorales (140). Este tropismo del VO por la célula tumoral es atribuido a la sobreexpresién
de moléculas receptoras en la superficie y a la alteracién en moléculas de vias de sefalizacion celular
en las células tumorales. Esto le permite al VO adherirse, entrar y replicarse de manera més efectiva
gue en una célula no tumoral (42). EI mecanismo por el cual la TVO ha mostrado tener efectividad es
dada por oncolisis directa causada por el VO en células infectadas, al mismo tiempo que induce cambios
en el microambiente inmune tumoral (141). Las pruebas clinicas con VO como monoterapia han
mostrado evidencia de respuesta antitumoral (20). Muchos de los VO que se encuentran actualmente
en ensayos clinicos o preclinicos tienen un tropismo natural para proteinas de superficie que son sobre
expresadas en la célula tumoral o son modificados para que se unan directamente a un Unico receptor
de la superficie celular (14). Sin embargo, el uso de receptores especificos limita el nimero de tumores
candidatos para tratamiento por cada VO. Una alternativa es el disefio o seleccion de VO que usen

diversas proteinas receptoras de la membrana de las células tumorales.

El Rotavirus (RVs) es el agente etiol6gico causante de la gastroenteritis en neonatos e infantes. La
infecciébn ocurre principalmente en el enterocito apical del intestino medio (26). Basados en las
propiedades antigénicas y la variabilidad genética de la proteina estructural VP6, el RV ha sido dividido
en 8 grupos diferentes (RVA-hasta RV H) (31). Los RV A, B y C infectan humanos y varios animales,
mientras que los RV E, F, G y H infectan animales (72). Este virus es RNA, no envuelto, con capside
icosaédrica y de triple capa de proteinas con un didmetro 70-80 nm (26). Su genoma mide
aproximadamente 18.500 pb y consiste en 11 segmentos de RNA de doble cadena, los cuales codifican
para 6 proteinas estructurales (VP1, VP2, VP3, VP4 VP6 y VP7) y 6 proteinas no estructurales (NSP1
a NSP6) (31, 73). La particula infecciosa esta compuesta por una triple capa de proteinas (TLP), una
capa central o core constituida por la proteina VP2, una capa media formada por la proteina VP6 y una
tercera capa o capa externa formada por la proteina VP7. Unida a la proteina VP7 se encuentran las
proteinas VP4 formando la espicula viral. Las TLP interactian con receptores celulares mediante la
proteina VP4 del virus (31). La proteina VP4, sufre protedlisis y genera las proteinas VP8 (28Kda, aa
11 247) y VP5 (60KDa, aa 248i 776) (27, 28). La infeccidon por los RVs es un proceso multipasos que

involucra adhesion, penetracion transcripcion y traduccion, formacion del viroplasma, replicacion del

41|




Evaluacion del aislamiento Rotaviral TRUY como potencial agente oncolitico en células 2019
tumorales de ovario

genoma, maduracion y liberacion (29). La mayoria de los RV estudiados requieren para el paso de
adhesion la region terminal o subterminal del acido siélico (30). Se ha descrito que algunas especies
pueden unirse también al antigeno histogrupo tipo A. Después de la union inicial varias proteinas

pueden actuar como correceptoras del rotavirus. Se ha descrito la interaccion con varias proteinas

heterod2mericas integrinas U2b1, U563, U2p1, Uxb2,

en VP5 o VP7. (motivo DGE en VP5 0 RGD en VP7) o con la proteina de choque térmico Hsc70. Muchas
de estas proteinas se han encontrado ubicadas en balsas lipidicas (31).

Conociendo esta caracteristica del tropismo del RV por el enterocito y dado que las proteinas
identificadas como receptoras son sobre expresadas en algunos tumores durante su transformacién
maligna, en nuestro laboratorio adaptamos en lineas celulares con sobreexpresién de proteinas de
choque térmico varias especies de RV, mediante evolucién dirigida (37). Uno de estos RV es el RV
TRUYO el cual fue generado por pases continuos de 5 especies de RV que infectan animales: TRF
(cerdo), RRV (mono Rhesus), UK (bovino), YM (cerdo) y OSU (cerdo). Esta mezcla condujo a la
generacion de un virus con caracteristicas diferentes, lo cual fue demostrado por electroferotipo y por la
capacidad de infectar células tumorales (37). La identificacién de los receptores celulares de un VO es
un prerrequisito que orienta para el potencial uso del virus en los diferentes tipos de tumor. Durante la
transformacion maligna el incremento en la proliferacién, evasion de la muerte y de la respuesta inmune,
angiogénesis, invasion y metastasis de las células tumorales se ha detectado cambios en la expresién
de proteinas de choque térmico (Hsp90, Hsp70, Hsp27 y Hsp60) en las membranas de celulares
tumorales (142, 143). Asi mismo se ha detectado cambios en el perfil de expresion y actividad de las
integrinas (116, 144). Varias integrinas (U2 b 1, U4 b 1 ) @Y, 85383, 145Xy prateinas de choque
térmico (Hsc70, PDI) (33, 36, 85, 90, 91) participan en la entrada del RV silvestres en diferentes lineas
celulares y en las vellosidades intestinales. Aunque se ha reportado previamente la expresion de
proteinas de choque térmico y PDI en la membrana de células tumorales, no se conoce cuéles de estas
proteinas se expresan en la linea celular MES-OV vy si su expresion es usada por el RV modificado (RV
TRUYO) durante los primeros eventos de infeccion. El objetivo de este trabajo fue evaluar la
susceptibilidad y permisividad de una linea celular de cancer de ovario (MES-OV) al RV TRUYO y
determinar la importanciade| as prote2nas b1, b3, PDI , Hsc 70,

el proceso infeccioso en estas células, asi como también la capacidad de inducir muerte celular. Se
detectd que este virus tiene la capacidad de infectar y replicarse en esta linea celular e inducir la
expresion de marcadores de muerte. La susceptibilidad en gran parte es dada por la expresiéon de las

proteinas Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsc70 y PDI expresadas en la superficie de estas células, demostrado
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por ensayos inmunolégicos. Adicionalmente se demostrd que este virus usa la via endocitica temprana
durante la infeccion, determinado por su relacion con la expresion de Rab5 en las células MES-OV
infectadas.

4.2.2 Materiales y métodos

4.2.2.1 Anticuerpos y reactivos.

Sueros hiperinmunes contra RV generados en conejo, cobayo y cabra (producidos in-house). Para la
generacion de los anticuerpos se us6 como antigenos péptidos de proteinas estructurales (SP) y no
estructurales (NSP) de RV. Anticuerpos primarios policlonales (producidos in -house) contra proteinas
humanas: Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp40, Hsc70, integrina b1, integrina b2, integrin b3, los cuales fueron

generados usando como antigeno los siguientes péptidos: para Hsp90
RDNSTMGYMAAKKHLEINPDHS (620-641); Hsp70 (HSPA4; UniProt) -
QIQQYMKISSFKNKEDQYDHLD (705-727); Hsp70 HSPA4; UniProt)
NSFTLKLEDTENWLYEDGDQPKQ (646-668); Hsp70 (HSPA4; UniProt)

AMEWMNNKLNLQNKQSLTMDP (741-761); Hsp60 RLAKLSDGVAVLKVGGTSDVEVN (393-415);
Hsp40 GSDVIYPARISLREALCGCTVNYV (251-273); para Hsc70 and PDI, se uso la longitud completa
de la proteina recombinante. Anticuerpos policlonal anti-cobayo (producidos in-house) contra proteinas
no estructurales de RV, para esto se usé como antigeno las proteinas recombinantes: rNSP1, rNSP2,
rNSP3, NSP4, rINSP5 y rNSP6 de rotavirus RRV. Los plasmidos fueron amablemente donados por los
doctores Carlos Arias and Susana Lépez del Instituto de Biotecnologia (UNAM, México). La proteina
humana recombinante Hsc70 (rHsc70) y PDI (rPDI) fueron obtenidas de Escherichia coli (especie BL21
(DE3)) como fue descrito por Santana AY et al 2013 (36). Para la integrina b3, la proteina aislada de
plaquetas fue usada como antigeno. Los fragmentos F(ab) 2 de sueros hiperinmunes generados en
conejo fueron obtenidos en nuestro laboratorio de acuerdo con protocolos estandar. Anticuerpos
policlonales (pAbs) contra proteinas humanas: HSP 90U/b (N-17; sc-1055), Hsp70 (K-20; sc-1060), Hsp
60 (N-20; sc-1052), Hsc 70 (K-19-, sc-1059), Hsp 40 (N-19; sc-1801), PDI (E-20; sc-17222), anti-
integrina b1 (L-16; sc-9936), anti-integrina b2 (N-19; sc-6624), anti-integrina b3 (sc-8626:). Anticuerpos
monoclonales (mAbs) Hsp90 (sc-13119), Hsp 70 (sc-32239), Hsp 60 (sc-59567), Hsc 70 (sc-7298), Hsp
40 (sc-7298), PDI (sc-376369), anti-integrina b1 (sc-374429), anti-integrina b2 (sc-8420), anti-integrina
b3 (sc-46655). Anticuerpo secundario contra conejo conjugado con HRP- IgGs (sc-2313), anticuerpo
secundario contra cabra conjugado con HRP- IgGs (sc-2020), Anticuerpo secundario contra conejo
conjugado con HRP- IgG (sc-2030), anticuerpo secundario contra conejo conjugado con FITC- IgGs (sc-

2359) (400e g/mL), anticuerpo secundario contra cabra conjugado con FITC T 1gG (sc-2348). anticuerpo
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secundario contra ratén conjugado con FITC IgG H&L, Alexa Fluor® 647 (ab150115), anticuerpo
secundario contra conejo conjugado con Alexa Fluor® 555 (ab150062), anticuerpo secundario contra
cabra IgG-PE (sc-3747), anticuerpo anti-Rab 5 (D-11) conjugado con Alexa flior 647 (SC46692 AF647),
anticuerpo anti-Rab 7 (B-3) con jugado con Alexa flior 488 (SC376362 AF488) fueron adquiridos de
Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA, USA). Anticuerpo anti-CD63 (NKI/C3) (ab215431;
Abcam), anticuerpo anti- PARP1 ffragmentadad (ab2317, Abcam), anticuerpo control de isotipo 1gG fue
adquirido de IgG Agdia (Elkhart, IN, USA). TACS MTT Assayso0o cCanpléte BWMing
EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail ® (Millipore SiGMa), Protease Inhibitor Cocktail® (abm). Proteina
A-Agarosa (Bio- Rad®; 90-180 e m). Metil-b-ciclodextrina (mbCD), paraformaldehido, BSA y cloruro de
cesio fueron adquiridos de Sigma (St. Louis, MO). Kit Apoptosis/necrosis ab176749 (Abcam®), Hoechst
33342 (Thermo Fisher Scientific®), Human apoptosis antibody array Abcam® (ab134001; Cambridge,
MA), Click-iIT® TUNEL Alexa Fluor® (C10247; Invitrogen®).

4.2.2.2 Lineas celulares.

La linea celular MES-OV CRL-3 2 7 2fie obtenida de ATCC® (American Type Culture Collection). Las
células CHO (Ovario de Hamster chino) y U-937 (Linfoma histiocitico) fueron proveidas por el Dr.
Guerrero, Facultad de medicina, Universidad Nacional de Colombia. Todas las lineas celulares fueron
cultivadas en frascos de cultivo Corning® (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). La linea celular MES-
QV fue cultivada en medio Mc Coy 5A (Gibco ®). Las células CHO en medio DMEM (Gibco ®). Las
células U937 en medio RPMI (Gibco ®). Todos los medios de cultivo se suplementaron SFB 10%

(vol/vol) y los cultivos fueron mantenidos a 37°C, en atmosfera humeda con 5% CO2.

4.2.2.3 Propagacién y purificacion del RV TRUYO.

EI RV TRUYO fue proveido por el Dr. Carlos Arturo Guerrero segun el método descrito por Guerrero CA,
et al 2016 (37) y fue propago en lineacelularU-937 en | a presencia de 1
fueron cultivadas en cajas T-75 (Corning®) hasta lisis celular (7-9 dias) en medio RPMI sin SFB a 37°C
en atmosfera hiimeda con 5% CO?2. La purificacion del virus se realizé mediante el uso de gradiente con
cloruro de cesio (33). En breve, el lisado se centrifugé a 10.000 x g 40 min a 15°C. Se recolecto el
sobrenadante y al precipitado se agregé cloroformo. Se agito por vortex y el sobrenadante fue
recolectado. Luego, los sobrenadantes fueron centrifugados a 108.600 x g por 60 minutos. Después de
centrifugar, se eliminé el sobrenadante y el precipitado fue resuspendido en solucién TSM (Tris 0.01 M,
pH 7.4, NaCl 0.15 M, Mgcl2 0.001M), se adicioné freén (1,1, 2 Triclortrifluoretano) en una relacién de

44]

en,

eg/ m



Evaluacion del aislamiento Rotaviral TRUY como potencial agente oncolitico en células 2019
tumorales de ovario

1:3 (fredn: virus) y se agitd por vortex durante 5 minutos. La solucion fue centrifugada a 13.000 x g por
10 minutos a 4°C y se recolect6 el sobrenadante. Se adicion6 nuevamente el 10% del volumen
recuperado de TSM, se agito por vortex y nuevamente se centrifugd. El procedimiento se repitié tres
veces. Todos los sobrenadantes recuperados se mezclaron. Por uso de gradiente de cloruro de cesio
se recolecto el RV. Para esto se coloco en un tubo de ultracentrifuga 0.5 ml cloruro de cesio (Sigma, St.
Louis, MO, USA) con densidad 1.4157 g/cm3, 1 ml con densidad de 1.3039 g/cm3, y 0.5 ml con densidad
1.2070 g/cm3, y 0.5 ml con sacarosa (Sigma, St. Louis, MO, USA) al 30% y se agrego6 el sobrenadante
gue contenia el virus. Se centrifugd a 101.500 x g por 90 minutos a 4 °C para sedimentar el virus. Las
fracciones de DLPs y TLPs obtenidas fueron alicuotadas y guardadas a -70°C para preservacion y uso
en cada uno de los experimentos. (Anexo6)

4.2.2.4 Infeccion de células

5 X10* células/pozo fueron sembradas en cajas multipozos y cultivadas en medio Mc Coy 5A
suplementado con 10% de SFB durante 12 h. a 37°C con 5% de CO.. Una vez adheridas las células,
estas fueron lavadas con PBS para retirar el medio con SFB. Luego fueron inoculadas con diluciones
seriadas de lisado rotaviral o TLPs obtenidas por cloruro de cesio; iniciando en dilucion 1:50 hasta
1:6000, con volumen final de 50 pl e incubadas a 37 °C con 5% de CO; durante 12 h. Las células fueron
fijadas con paraformaldehido al 37%. La presencia de antigenos virales fue evaluada mediante
inmunocitoquimica (IHC) usando sueros hiperinmunes contra las proteinas estructurales del RV.

Para conocer si la linea de cancer de ovario (MES-OV) es susceptible a la infeccién por RV TRUYO,
células MES-OV adheridas a cajas multipozos (96 pozos), fueron lavadas dos veces con PBS e
inoculadas con RV TRUYO utilizando diferentes MOI (MOl de 1, 5y 10) activado con tripsina 1 ug/ml en
medio RPMI. Luego las células fueron incubadas 12 h a 37° con 5% de CO.. Separadamente se cosecho
las células y el sobrenadante alas 0, 6, 8, 10y 12 h.p.i. Las células fueron lisadas mediante 3 ciclos de
congelacion descongelacion. Posteriormente, se centrifugaron a 600 x g durante 5 min, y se recupero el
sobrenadante. La produccién de antigenos virales se evalué en el sobrenadante y en el lisado celular
mediante la técnica de ELISA de captura. Como no se encontraron grandes diferencias en la generacion

de antigenos virales se decidié utilizar en todos los demas experimentos MOI de 1.

Para evaluar si la linea celular infectada con el RV TRUYO genera viriones infecciosos, e indirectamente
determinar el ciclo de replicacion, se sembraron 5X10* células MES-OV/pozo. Posteriormente, se
adicion6 el RV (MOI de 1) durante 1h a 37°C con 5% CO.. Luego de este periodo las células fueron

lavadas dos veces con PBS para retirar el virus que no se unid y no infecto. Se agregdé medio RPMI libre
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de suero y las células y sobrenadante fueron recuperados por separado a las 0, 6, 8 10y 12 h.pi. Se
realizo tres ciclos de congelacién y descongelacion con posterior centrifugacion a 600 x g de las células
en cada tiempo examinado. El sobrenadante contiene fundamentalmente particulas completas virales
infecciosas (viriones) e intracelularmente pueden coexistir viriones y antigenos virales no ensamblados
aun en virones. Se conoce que solamente la particula viral completa (virion) es infecciosa. Por esta
razon, se aplico mediante diluciones seriadas el sobrenadante o el sedimento celular a otro cultivo de
MES-OV en monocapa. Estas nuevas células inoculadas con el sobrenadante, o el lisado celular, fueron
fijadas con paraformaldehido al 37% 12 h.p.i. Luego los nuevos antigenos virales se evaluaron mediante
el uso de inmunocitoquimica. La infeccién fue convertida a UFF/mI. El experimento se realizo tres veces

por duplicado.

La susceptibilidad a la infeccion también se evalu6 mediante epifluorescencia y citometria de flujo con
MOI de 1, utilizando anticuerpos primarios que reconocen proteinas estructurales (Dilucién 1:2000
vol./vol) y no estructurales (NSP1-NSP6) (Dilucion 1:1000) y el anticuerpo monoclonal 159 (Dilucién
1:1000.), el cual reconoce la proteina VP7 de RRV (146).

Para determinar si la infeccién del RV TRUYO se asocia con los microdominios lipidicos durante la

entrada, |l as c®lulas fueron tratadas con nHBS [

infectadas con el RV TRUYO. La infeccién se comparé respectoacélul as no tratadas

evalu6 mediante citometria de flujo.

4.2.2.5 Inmunocitoquimica

Para evaluar la infectividad, las células fueron fijadas con paraformaldehido al 4% durante 20 minutos y
posteriormente lavadas con PBS. Se permeabilizaron con metanol absoluto frio a -20°C durante 1 h. Se
realizé 2 lavados de 5 m con PBS. Se agregdé solucién de bloqueo (SFB al 3%) durante 20 minutos a
temperatura ambiente. Como anticuerpo primario se usé suero hiperinmune contra proteinas
estructurales (Dilucién 1:2000vol./vol) generado en conejo, el cual fue incubado 1 h a 37°C. A este suero
hiperinmune previamente se habia descartado reaccion cruzada con antigenos celulares. Las células
fueron lavadas 2 veces con PBS e incubadas 1h a 37°C con anticuerpo secundario anti-conejo IgG
conjugado con peroxidasa (HR P, 0, 1).3 Lagegdcioml fue revelada usando como sustrato 0.64
mg/ml aminoetilcarbazol (AEC), buffer acetato (acetato de sodio 30 mM, &acido acético 12 mM), pH 5.0
y peréxido de hidrégeno al 0.36%. Se incubo durante 30 minutos a 37°C

La cuantificacion se realizé por conteo de células positivas en microscopio invertido de luz clara usando

el objetivo de 40 X y enfocando en 7 campos de la parte central del pozo. Se asegurd un promedio de
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c®lul as positivas no mayor a 150 ni menor a 100. (
durante los experimentos y se calcul6 usando la siguiente formula: UFF/ml unidades formadoras de foco
por ml =20 x nimero de células positivas en cada area x factor de dilucion del virus x nimero de campos

en cada pozo.

4.2.2.6 ELISA de captura.

Para evaluar la presencia de antigenos de RV en el sobrenadante o el lisado de células MES-OV
inoculadas o no con RV TRUYO, se realizé ensayo de ELISA en sandwich tipo HADAS (Heterologous
Double antibody Sandwich). Para esto, sueros hiperinmunes contra antigenos de RV generado en
cobayo en dilucién 1:1000 en PBS+BSA 3% fueron adheridos a la caja multipozo de poliestireno y fondo
plano mediante incubacion a 4°C toda la noche. Posteriormente se realiz6 dos lavados con PBS  Se
blogued con leche descremada al 5%, 2 h. a temperatura ambiente. La caja fue lavada 3 veces con
PBS Se agreg:- p @ sobrenadarder odishdo cdlulaOreceldctadd en los tiempos
indicados en el ensayo de determinacién del ciclo de replicacion. Como controles se agreg6 células
lisadas sin infeccion o medio de cultivo libre de suero o PBS Se incubo a 4°C durante 16 horas, luego
se lavoé tres veces con PBS Se adicioné como anticuerpo primario sueros hiperinmunes contra
proteinas de RV generado en conejo dilucion 1:1000 en PBS+ BSA al 3% y se incubo 16 h. a 4°C. El
anticuerpo no unido fue retirado por lavado dos veces con PBS Luego se incubo durante 1 h. a 37°C
con 0.13 eg/ ml d e -comajotcongadorcgn dHRA. lpa@laca fue lavada tres veces con
PBS El ensayo fue revelado utilizando buffer citrato y OPD (o-phenylendiamine dihydrochloride;
PIERCE®) y H,0,. La reaccion se detuvo mediante la adicion de H2SO. al 2N antes de 10 minutos de
incubacién a temperatura ambiente. La lectura fue realizada en lector de microplacas (Ultramark
microplate reader. Modelo 8422, Biorad), a 490nm. Los datos fueron e x
después de restar la absorbancia del control o en porcentaje teniendo en cuenta el inverso del control

negativo.

4.2.2.7 Ensayo de MTT

El efecto citotéxico inducido por el RV TRUYO fue evaluado por medio de la actividad mitocondrial de

las células infectadas, usando el ensayo de MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl-2,5) difenil tetrazolium
bromuro). ElI ensayo fue realizado usando el kit ATACS
células MES-OV inoculadas con el RV TRUYO en los tiempos y MOI indicados, se les agrego la sal de

tetrazolio (reactivo MTT), se incubo durante 2 horas en oscuridad a 37°C. Posterior a esto se solubilizé
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los cristales de formazan generados por las células metabdlicamente activas. Se incubo durante 2 horas

a 37°C. La absorbancia fue determinada a 650 nm en lector de microplacas (Ultramark microplate reader

Modelo 8422, Biorad). Como control se usaron células sin infectar. Los datos son expresados en
porcentaje con D.E de la actividad metabdlica con respecto al control sin infectar.

EL ensayo de MTT también fue usado para evaluar si la incubacion de células MES-OV con la porcion

F@) 2 de | os anticuerpos dirigidos contra | as prote
b3 afecta | a viabilidad a&ulagfsetoaiacubadad conlaporcion FBB'2 a e s
por 45 min a 37°C, luego se incubd por 45 m a 4°C, posterior a esto, fueron lavadas 3 veces con PBS y

se agregd medio RPMI. Después de incubacién por 12h a 37 °C con 5% de CO- se realiz6 el ensayo

MTT como se describi6é anteriormente.

4.2.2.8 Bloqueo de la infeccién

Para evaluar si |l as proteznas Hsp9o0, Hsp70, Hsp60,
proceso infeccioso del rotavirus TRUYO se utilizé la porcion F(ab) 2 de los anticuerpos dirigidos contra

estas proteinas. Para esto, 5.0 x 10* células MES-OV fueron cultivadas en cajas de 96 pozos con medio
suplementado. Las células adheridas fueron lavadas con PBS e incubadas por 45 min a 37°C, 5 % CO-

de forma independiente con cada una de las porciones F(ab)'2 de los anticuerpos dirigidos contra las
prote 2 nas de Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp40, Hsc70, PDI ,
laboratorio. Se usaron las concentraciones de 0,01mg/ml, 0,02 mg/ml, 0,04 mg/ml. Cuando se incubo

con la mezcla de todas las porciones F(ab)'2 de estos anticuerpos la concentracién usada fue de
0,005mg/ml de cada una. Posteriormente, las células fueron lavadas con PBS una vez y a las células
adheridas se les colocdé medio Mc Coy 5 A libre de suero 15m a 4°C. Terminada la incubacion, se
inoculo el RV TRUYO (MOI 1) y se incubd por 45 m a 4°C. Luego se incubo a 37 °C con 5% de CO; por

12h. El porcentaje de infeccién fue evaluado mediante IHC. Como control de bloqueo se usé anticuerpo

no relacionado tipo IgG. El porcentaje de células infectadas fue relacionado con el control de infeccién

sin bloqueo.

4.2.2.9 Obtencién de fracciones enriquecidas de membranas celulares.

Células MES-OV fueron cosechadas y centrifugadas para obtener membranas enriquecidas de acuerdo
al protocolo descrito por Lin et al 1987 (147). En breve, 1 X 108 Células MES-OV lavadas con PBS1 X,
fueron tratadas con buffer hipoténico (5 mM Hepes, pH 7.4, 50 mM sacarosa) y lisadas usando un

homogeneizador manual por 5 m Luego al homogenizado se le afiadi6 10mM de CaCl, y se centrifugo
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a 3500 x g por 5 m a 4°C. El sobrenadante fue recuperado y huevamente centrifugado a 19800 x g por
30 m a 4°C. El sobrenadante fue descartado, y el precipitado fue recuperado y resuspendido en PBS1
X estéril conteniendo 0,02% de azida de sodio y mantenido a 4°C por un periodo maximo de 24 h.

4.2.2.10 Ensayo de union

Para evaluar si |l as prote2nas Hsp9o0O, Hsp70, Hs
MES-QV participan en la unién del rotavirus TRUYO, las células fueron crecidas en placas de seis pozos
y lavadas con medio RPMI dos veces. Luego, fueron incubadas con lisado de RV TRUYO (MOI de 5
previamente activado con tripsina 1 ¢€g/ ¢bninadrRC.
El complejo virus-células fue lavado tres veces con PBS y 1% BSA en frio para retirar el virus no unido.
Se agreg6 buffer RIPA pH 8.0 (150mM Nacl, 1,0% NP-40, 0,5% DOC, 0,1% SDS, 50mM Tris) + inhibidor
de proteasas (Complete TM Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail ® 1 X + PMSF 2mM) y se incubo
durante 30 minutos a 37°C. Las células fueron retiradas de la caja con rastrillo y pasadas a un tubo de
1,5mla 4 °C. Ellisado se adicion6 a una placa de ELISA de captura, como se describié anteriormente.
Como anticuerpo de captura se us6 suero hiperinmune de cobayo (Dilucién 1:1000) contra proteinas
estructurales de rotavirus. Para deteccion de las proteinas humanas se us6 0,2 pg/ml de pAbs
generados en cabra contra las proteinas Hsp90 (sc-1055), Hsp70 (sc-1060), Hsp60 (sc-1052), Hsp40
(sc-1801), Hsc70 (sc-1059), PDI (sc-17222), (bc19936), b2 (sc-6624) b 3(sc-6627) de Santa Cruz
Biotechnology Inc ®. Como control se incubo cada anticuerpo con PBS y en pozo separado se incubo

el lisado celular con PBS.

Con el mismo propdsito se utilizaron membranas enriquecidas de células MES-OV, estas fueron
incubadas con aproximadamente MOI de 5 de un stock de virus con concentraciéon 6.5 X100 UFF/ml de
RV TRUYO overnight a 4°C. Se lavé 2 veces con PBS 1 X centrifugando a 7000 x g. El precipitado de
membranas-virus fue lisado con buffer RIPA y se adicion6 a una placa de ELISA de captura como se
describié antes para las células integras. Se repitié el experimento realizado para evaluar unién con
células integras descrito anteriormente, pero adicionalmente las membranas enriquecidas de células
MES-OV fueron incubadas con sueros hiperinmunes que contenian la porcion F(ab)2 contra las
prote2znas Hsp9o0, Hsp70, Hs p60, Hs p 4 Qconcedracmored de
0,01mg/ml, 0,02 mg/ml, 0,04 mg/ml y 0,005 mg/ml). Se incubo durante 1 h. a 37°C. Las membranas
celulares unidas al anticuerpo fueron lavadas con 1 ml de PBS y centrifugadas a 7000 x g durante 5 min
a 4°C. El precipitado fue resuspendido en PBS estéril y al complejo membrana-anticuerpo se adicioné

RV TRUYO (MOI de 5). Se incub6 1 h a 4°C. El complejo virus-membranas-ab fue lavado 1 vez con
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PBS y 1% BSA en frio para retirar el virus no unido. Se agreg6 buffer RIPA y se incubo durante 30
minutos a 37°C. La union fue evaluada como se describio apara el ensayo de unién de célula completa.
Como control se incubo la porcidon F(ab)'2 de cada anticuerpo con PBS y en pozo separado se incubo
las membranas enriquecidas con PBS

4.2.2.11 Citometria de flujo y epifluorescence (IFI)

Para evaluar si |l as prote2nas Hsp9oO0, Hsp70, lis p 6 0,

la superficie de la membrana de células MES-OV se uso6 citometria de flujo y epifluorescencia. Para
esto, células MES-QV fueron cultivadas en cajas T-75 a confluencia de 80%. Posteriormente fueron
lavadas con medio libre de suero y despegadas con tripsina 0,25% (Gibco ®), fijadas con
paraformaldehido al 2%sin metanol (PFA) por 20 minutos a temperatura ambiente. Luego de lavarse 3
veces con PBS se incubaron con NH4Cl 50mM durante 1 h. Se adiciono solucién de bloqueo (SFB al
3% en PBS) y se incub6 por 30 minutos a temperatura ambiente. Luego se incubaron durante 1 h a 37°C

con pAbs contra cada una de las proteinas indicadas generado en cabra (Santa Cruz Biotechnology Inc

®). ElI anticuerpo fue wusado e nensoloadodePBS crcI3FB a 1%l e

Seguido de 2 lavados con PBS , l as c¢c®l ulas fueron incubadas ¢c
conjugado con ficoeritrina o FITC generado en cabra a 37°C durante 20 minutos. Como control, las
células fueron incubadas con el anticuerpo secundario. Como control positivo, las células fueron
permeabilizadas con saponina al 1% por 20 minutos para detectar la presencia de las proteinas internas.
Para evaluar las proteinas por epifluorescencia, se siguié el mismo protocolo, pero las células fueron

cultivadas en laminillas redondas de 12 mm vy fijadas con PFA al 4%.

Para evaluar la presencia de antigenos virales, las células fueron inoculadas con RV TRUYO MOl de 1,
luego 12 h.p.i fueron despegados con tripsina y centrifugadas a 600 x g. Luego se fijé con metanol frio
durante 1 hora a -20°C, Se sigui6 el protocolo descrito para la deteccién de proteinas celulares, pero
como anticuerpo primario se usaron sueros hiperinmunes contra proteinas estructurales o no
estructurales (NSP1-NSP6) contra RV (diluciéon 1:1000) en PBS + saponina 0,1%. Luego de incubacién
durante 1 h a 37 °C, las células fueron lavadas e incubadas con anticuerpo secundario anti-conejo-FITC
(0,4 pg/ml) durante 30 minutos a 37 °C.

Para evaluar si la inoculacion de RV TRUYO en células MES-OV generaba efectos citotoxicos se
identificd la presencia de PARP1 fragmentada, porcentaje de células positivas para 7AAD vy

fosfatidilserina (PS) 12 h.p.i. Para esto las células MES-OV fueron infectadas como se describié en el
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ensayo de infeccion. Se uso MOI de 1. La presencia de la proteina PARP1-cleaved fue evaluada de
acuerdo al protocolo descrito arriba, pero usando como anticuerpo primario anti-Cleaved PARP1
(abcam) (0.2 pg/ml) y anticuerpo secundario anti-conejo-FITC (0,4 pug/ml). La exposicion de la PS en la
cara externa de la membrana celular y permeabilidad al agente intercalante 7-ADD se evalu6 en células
MES-OV inoculadas con rotavirus TRUYO como se indicé en el ensayo de infeccion mediante el uso de
del kit Apoptosis/necrosis ab176749 (abcam®) de acuerdo con las instrucciones de la manufacturera.
Como control de muerte relacionada con apoptosis, las células fueron expuestas a 100mM de
Doxorrubicina por 6 h. 6 200 uM de cisplatino durante por 12 h. La presencia de los antigenos fue
analizada por wuso de wun <clit-metro de flujo FACS
microscopio de fluorescencia Leyca DM 2500. Se tomaron fotografias usando objetivo de 20X y 40X. En
IF1, como contratincion de nucle6 se agregd 3ng/ml de colorante Hoechst 33342. Las imagenes fueron

analizadas usando el software Image J2 (148)

4.2.2.12 Microscopia confocal.

Para evaluar si las proteinas Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp40, Hs ¢ 7 O , PDI , bl vy b3
antigenos del RV en la membrana de células MES-OV, se realiz6 microscopia confocal. 2 x 102 células
MES-OV fueron sembradas en laminillas de vidrio cubreobjetos de 12 mm en medio Mc Coy 5A
suplementado con 10% de SFB durante 12 h. a 37°C con 5% de CO,. Las células fueron lavadas con
PBS , e incubadas durante 3 m con TLPs de RV (MOI de 2) a 4°C. Posteriormente se lavd con PBS y
las células fueron fijadas con paraformaldehido al 4%. Se siguié el protocolo descrito para
epifluorescencia. Para la deteccion de las proteinas se us6 0,2 ug/ml de mAbs dirigidos contra cada una
de las proteinas generados en raton: Hsp 90 (sc-13119), Hsp 70 (sc-32239), Hsp 60 (sc-59567), Hsc 70
(sc-7298), PDI (sc-376369), anti-integrina b 1(sc-374429), anti-integrina b 2(sc-8420), anti-integrina b 3
(' sc-46655). Como anticuerpo contra RV se usé sueros hiperinmunes contra proteinas estructurales de
RV generad en conejo (dilucién 1:1000). Como anticuerpo secundario se usé 0,4ug/ml de anticuerpo
Goat Anti-Mouse Alexa Fluor® 647 (abl150115) y Donkey Anti-Rabbit IgG H&L, Alexa Fluor® 555
(ab150062)

Los rotavirus establecen interacciones iniciales con moléculas de la membrana celular, luego deben
internalizarse para liberar DLPs en el citoplasma e iniciar los siguientes pasos de la infeccion. Se ha
propuesto que los RV entran por directa penetracién de la membrana o a través de diferentes vias
endociticas dependiendo de la especie evaluada (75, 149). Para conocer si el RV TRUYO usa la via

endocitica evaluamos por microscopia confocal la colocalizacion del RV TRUYO. Para esto las células
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fueron sembradas en laminillas cubreobjetos como se indicé anteriormente. Las células fueron
inoculadas con TLPsde RV (MOl de 2) pr evi amente activadas con t
fueron incubadas a 37°C durante 2, 5, 10, 20, 50 y 80 m Posteriormente fueron evaluadas para la
presencia de Rab5, Rab7 y CD63 usando los anticuerpos: anti-Rab 5 (SC-46692 AF647), anti-Rab 7
(SC376362) y anti-CD63 (ab215431). La presencia de RV fue evaluada mediante sueros hiperinmunes
contra rotavirus producidos en conejo. Como anticuerpo secundario se uso el anticuerpo anti-conejo,
Alexa Flior® 555 (ab150062).

Las células fueron visualizadas en microscopio confocal de barrido laser Olympus FV1000 equipado con
objetivo 60x/1.42 oil PlanApo N. Se realizaron secciones 6pticas de 1 micra Las imagenes fueron
analizadas en el software Fiji (150)

4.2.2.13 Microscopia electronica de transmision

Se realizé TEM para evaluar la estructura y mecanismo de entrada del RV TRUYO a las células MES-
OV. Para esto las células MES-OV fueron inoculadas con TLPs de RV TRUYO (MOI de 2) e incubadas
a 37°C. Las células fueron fijadas 2 y 20 m después de afadir las TLPs de RV con glutaraldehido al
2.5%. Las células fueron coloreadas con tetroxido de osmio (1%), lavadas y deshidratadas con
concentraciones ascendentes de etanol acetona (75%, 90% y 100%), luego fueron incluidas en resina
epoxica Spurr (polimerizado 18 h a 70°C). Luego, se realizaron cortes de 1 de grosor y fueron tefiidos
con azul de Toluidina para MOAR para seleccionar por microscopia de luz la zona mas apropiada para
examinar. Posteriormente, se realizaron cortes finos con cuchilla de diamante, 100-120 nm de grosor, y
se colocaron en rejillas de cobre. Se contrastaron con acetato de uranilo (1%) y citrato de plomo para
su observacion en TEM. Las imagenes fueron adquiridas en el Microscopio Electronico de

Transmision Jeol 1400 plus a 80 KV.

4.2.2.14 Purificacion de micro dominios de membranas resistente a detergentes.

r

I psSi

Para evaluar la presencia de |l as prote2z2nas Hsp9oO,

microdominios lipidicos de la membrana plasmatica se sigui6 el protocolo descrito por Santana A, et al
2013 (36). EnBreve, 1.9x10°c ®1 ul as fuer on t r at amchdilsicladexmirma (beviCD)
por 1 hora a 37°C y posteriormente lavadas con PBS Luego las células fueron despegadas con rastrillo
y |lisadas con b@OIMMdans-Cldpt 7,6,150 mBsl NdCt 2mM EDTA, 2mM DTT, Triton
X-100 1% and fcocktaildde inhibidores de proteasas (100mM PMSF, 2mM bestatina, 0,3mM pespstatina
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A,y 0,3 mM E-64, abm®) a 4°C durante 30 minutos. El lisado obtenido fue centrifugado en gradiente
lineal de sacarosa (5-40% peso/vol.) en rotor SW60 Sorvall durante 5 horas a 200.000 x g a 4°C.
Posteriorae st o, se tomaron fracciones sucesivas de
densidad (parte superior del tubo: fraccion #1) hasta las de mayor densidad (fondo del tubo: fraccién #
8). Para solubilizar los lipidos y evaluar unién peptidica, se adiciono buffer RIPA a cada una de las
fracciones obtenidas y se incubo durante 30 m a 37°C. Las proteinas fueron detectadas por ELISA de
captura con sueros hiperinmunes generados en conejo (Dilucién 1:2000) contra las proteinas Hsc70 o
Hsp60. Como anticuerpos primarios para la deteccion de cada una de las proteinas se usaron pAbs
generados en cabra contra cada una de las proteinas indicadas (Santa Cruz Biotechnology Inc ®), como
anticuerpo secundarioseus6 0. 13 e€g/ ml de a-4abra conjugadp n HREP Ga reaocton
fue desarrollada usando el sistema HRP/H202/OPD como se describio en el ensayo de ELISA. El

ensayo fue realizado por duplicado en dos experimentos independientes.

4.2.2.15 Arreglo de proteinas de apoptosis (Human apoptosis antibody array)

Se uso el arreglo de prote2znas i H@ma4a0l;Lantbpdgep MA)
para simultaneamente detectar los niveles relativos de 43 proteinas relacionadas con muerte celular en
los lisados de células MES-OV infectadas con RV TRUYO. Para esto, 1 x107 células MES-OV fueron
inoculadas con RV TRUYO MOI de 1, 12 h.p.i las células fueron recolectadas con rastrillo y posterior
centrifugacion a 800 x g por 10 minutos. El precipitado fue recolectado para extraccion de proteinas y
2,5 pg/ul fueron usadas para la deteccion de las proteinas en cada membrana de acuerdo con las
instrucciones de la casa comercial. La sefial de quimioluminiscencia fue evaluada con ChemiDoc MP
Imaging System, BioRad®. La intensidad de la sefial de cada membrana fue medida usando el software
Image J® (148). La intensidad de cada punto fue medida y normalizada con control interno de carga de
cada membrana. La intensidad de la sefial de cada proteina fue obtenida por normalizacion del spot de
cada proteina en la membrana con lisado de células tratadas (RV TRUYO 6 200uM de cisplatino) con

el spot de la misma proteina en la membrana control (sin tratamiento).

4.2.2.16 Andlisis de TUNEL por microscopia de fluorescencia.
Para evaluar si el RV TUYO induce fragmentacién de DNA durante la infeccién en la linea célula MES-
OV, 8 X10° células fueron inoculadas con RV TRUYO (MOI de 1) como se describe en el ensayo de

infeccién. La estimacion de la fragmentacion del DNA se realiz6 usando el ensayo de TUNEL. Para
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esto se utilizo el kit Click-iT® TUNEL Alexa Fluor®. Se siguieron las instrucciones de acuerdo con el
fabricante. Las imagenes fueron adquiridas en microscopio de fluorescencia Leyca 2500.

4.2.2.17 Anélisis estadistico.

Se realiz6 un andlisis estadistico a partir de la naturaleza de las variables, para las variables cualitativas
se registraron frecuencias absolutas y frecuencias relativas en término de porcentajes; para las variables
cuantitativas se registraron medidas de dispersion y medidas de tendencia central conforme a la
significancia de las pruebas de normalidad generadas, para nuestro caso se registraron datos como
medias y desviaciones estandar.

La significancia estadistica fue determinada por comparaciones multiples usando el test ANOVA de
Sidak-Bonferroni, con un alfa de 5%. La correlacion estadistica para las variables cuantitativas se generé
por el test de Pearson.

Para todos los ensayos, los datos son representados como la media de duplicados en al menos dos

experimentos independientes, las barras de error en las gréficas indican la desviacion estandar.

4.2.3 Resultados

Las células MES-OV de cancer de ovario son susceptibles y permisivas a la infeccion por
rotavirus TRUYO. Con el objetivo de determinar la susceptibilidad de las células MES-QV a la infeccion
por el RV TRUYO, las células fueron inoculadas con MOl de 1, 5y 10. Separadamente se recolecto el
sobrenadante y las células adheridas fueron cosechadas alas 0, 6, 8, 10 y 12 h.p.i., los antigenos virales
fueron evaluados por medio de ELISA de captura usando sueros hiperinmunes. contra proteinas
estructurales de RV. Se encontraron antigenos virales en el sobrenadante desde las 6 h.p.i., con un pico
maximo a las 10 y 12 h.p.i. (Fig. 4A). En el lisado celular se encuentran antigenos desde las 6 h.p.i. y
la concentracibn maxima de antigenos fue a las 10 h.p.i, (Fig. 4B). No se encontraron grandes
diferencias en la generacion de antigenos virales al infectar con los diferentes MOI y se decidi6 utilizar
en todos los demas experimentos MOI de 1. La infeccion con MOI de 1 se evalué mediante
epifluorescencia y como control se usoé la linea celular no tumoral AChinese hamster ovary celldo (CHO),
la cual ha sido reportada como resistente a la infeccion para especies silvestres de RV (35). (Fig. 4C).
Para evaluar la generacion de viriones se repiti6é el experimento anterior, infectando con MOl de 1, y
obteniendo separadamente el sobrenadante y el lisado celular a las 0, 6, 8,10 0 12 h.p.i. Nuevas células
MES-OV fueron inoculadas con diluciones de lisado celular o del sobrenadante obtenido en los

diferentes tiempos recolectados. Posterior a la infeccion, se recolecté separadamente el sobrenadante
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y las células a las 12.h.p. i. Se encontr6 que tanto el sobrenadante como el lisado celular contenian
viriones con capacidad infectiva desde las 6 h.p.i., con una concentracién maxima a las 10 h.p.i. de 1.6
x 108 UFF/ml (Fig. 4D). Esto indica que las células MES-OV son susceptibles a la infeccion, el ciclo de
replicacion del virus se encuentra entre 8 a 10 horas y producen viriones maduros que son liberados
constantemente al medio desde las 6 h.p.i. La infeccion (MOI 1) también fue evaluada mediante la
técnica de citometria de flujo encontrando a las 12 h.p.i infeccién del 58% (Fig. 4E). Con citometria de
flujo también se evalué la infeccién (MOI 1) utilizando anticuerpos contra proteinas no estructurales
(NSP1-NSP6) a las 12 h.p.i. Se encontr6 con NSP1 43.8%, NSP2 40.2%, NSP3 48.2%, NSP4 29%,
NSP5 30.9%, NSP6 21.2% (Fig. 4F). Con el anticuerpo monoclonal 159, que reconoce VP7, se hallé

una infeccién de 83% (Fig. 4F).
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Fig. 4 Susceptibilidad, cinética de replicacion y permisividad de la linea celular MES-OV de
cancer de ovario a la infeccién por RV TRUYO. Células MES-OV fueron infectadas con RV TRUYO
en MOI de 1, 5y 10 e incubadas en los tiempos indicados a 37°C. Después de la incubacion, el
sobrenadante fue removido, y las células fueron expuestas a 3 ciclos de congelamiento y
descongelamiento para lisis. Luego los lisados celulares y sobrenadante fueron usados para evaluar la
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presencia de antigenos virales por ensayo de ELISA, en A. Lisados celulares y en B. Sobrenadante. C.
Imagenes representativas de microscopia de fluorescencia de linea celular MES-OV y CHO infectadas
con RV TRUYO (MOl 1 a 12 h.p.i.). Los antigenos de RV fueron detectados usando sueros
hiperinmunes contra proteinas estructurales de RV (verde), como contratacion se usé Hoechst (azul).
D. Células MES-QV fueron inoculadas con diluciones de sobrenadante y lisado celular obtenido de Ay
B, y 12 h.p.i las células fueron lavadas y fijjadas con PFA 4%. Los antigenos de RV fueron detectados
por IHC usando sueros hiperinmunes contra rotavirus como ab primario y secundario conjugado con
HRP. Las células positivas fueron cuantificadas usando microscopia de luz. E. Cuantificacion por
citometria de flujo de células MES-OV y CHO inoculadas con RV TRUYO (MOI 1, 12 h.p.i.). F. Perfil de
citometria de flujo de células infectadas con RV TRUYO (MOI 1, 12 h.p.i.) para detectar proteinas no-
estructurales. Se detecté VP7 de RV con ab 159. Las proteinas NSP de RV fueron detectadas usando
sueros hiperinmunes contra NSP1-NSP6 de RV. Barra de errores indican la D.E (n=3), *p<0,05.

Las células MES-OV expresan las protez nas Hsp9o0, Hsp70, Hs p60, Hs ¢
membrana citoplasméatica Para determinar si las células MES-OV expresan proteinas en la superficie
de la membrana celular que han sido relacionadas con la entrada del RV silvestre (U2 b 1, U4bp1 UOv
Ux B @1, 35, 83, 145), proteinas de choque térmico (Hsc70, PDI) (33, 36, 85, 90, 91) y proteinas
asociadas al desarrollo del tumor, primero identificamos si las células MES-OV expresan estas proteinas
en la membrana celular. Por citometria de flujo e IFI se detect6 la presencia de las proteinas Hsp90,
Hsp70, Hsp60, Hs cJdnameénidilana cifoglasmafic2 degstab células. Las proteinas
gue se encontraron en mayor expresi-n fueron | a pro
y 22% de células, respectivamente. Las proteinas con menos expresion en células MES-OV fueron en
orden decr &%) dspdd €) yb 3@D (Fig. 5A y B). En cuanto a la intensidad media de

fluorescencia las proteinas Hsp70 y Hsp60 presentaron la mayor IMF (Fig. 5C).
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Fig. 5 Proteinas de choque térmico 90, 70, 60, Hsc 70, PDI, b1 and b3 son localizadas en la
superficie celular de células MES-OV. A. Imagenes representativas de microscopia de fluorescencia
para cada proteina evaluada en células MES-OV. CK8/18 fue analizada para caracterizar la linea celular.
La proteina PDI (PDIp.) fue evaluada en células permeabilizadas con saponina al 0,1 % como control.
B. Cuantificacion de la expresion de las proteinas en la membrana células MES-OV por citometria de
flujo. C. Intensidad media de fluorescencia (IMF) para cada proteina determinada por citometria de flujo.

Las proteinas Hsp90, Hsp70, Hsp60, PDI, Hsc70 de la superficie celular participan en los primeros
eventos de la infeccion. Para determinar si las prote 2 nas de choque t®r mico,
participan durante la entrada de TRUYO a la célula, las células MES-OV previamente incubadas durante
45 m a 37°C con la porcién F(ab)'2 del ab contra cada proteina afectan la infecciébn. Se encontré
diferencias en la infeccion con RV TRUYO en células previamente tratadas con la porcion F(ab) 2 contra
Hsp90, Hsp70, Hsc70, PDI entre 30 a 70% comparada con células no tratadas (p <0,001) (Fig. 6A). El
uso de concentraciones decrecientes de la porcion F(ab)'2 de cada ab también mostré diferencias
significativas (p <0,001). Concentraciones de 0,01mg/ml, 0,02mg/ml y 0,04 mg/ml de la porcién F(ab) 2
contra Hsp90 mostraron disminucion de la infeccion en 52,5%, 71,5% y 81%, y en Hsp70 la disminucion
fue 70%, 82% y 87% respectivamente (p<0,01). La incubacion previa a la infecciéon con la porcién
F(ab) 2 contra las proteinas Hsp60, Hsc70, y PDI mostraron disminucién en la infeccién. Sin embargo
esta disminucién no fue significativa en ninguna concentracion (p>0,05) (Hsp60: 0,01mg/ml =47%;
0,02mg/ml=54% y 0,04 mg/ml=59%), ( Hsc70 :0,01mg/ml =53%; 0,02mg/mI=59% y 0,04 mg/m|=65%) y
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(PDI 0,01mg/ml =57%; 0,02mg/mI=61% y 0,04 mg/ml=74%). Mientras que el uso de la porcion F(ab)2
contra | as prote2znas Hsd admostrardnlisngnuielarinfexcsdn. dgudinzentea,
el uso de anticuerpos no relacionados (IgG1) no afecto la infeccion de las células MES-OV comparada
con el control sin tratamiento previo. Este resultado muestra que la expresion de las proteinas Hsp90,
Hsp70, Hsc70 y PDI participan en los primeros eventos de infeccion del RV TRUYO en células MES-
OV. Adicionalmente, incubacién previa a la infecciébn de la mezcla de la porcién F(ab)'2 contra las
proteinas Hsp9O0, Hsp70, Hsc70, Hsp60, PDI y b3 en
individual (0.05 mg/ml de cada una) disminuyo la infeccién en 80% (p<0,001) (Fig. 3A.) El tratamiento
previo a la infeccion con RV TRUYO con la porcion F(ab)'2 de cada ab no afecta la viabilidad de las
células MES-OV demostrado por el ensayo de MTT (Fig. 6B).

Para determinar si la susceptibilidad de las células MES-OV a la infeccion por RV TRUYO dependen de
la capacidad del virus de unirse a estas proteinas, se evalu6 la unién de RV TRUYO, a células vivas o
membranas enriquecidas de células MES-OV mediante el ensayo de ELISA de captura. Como Ac de
capturado se us- un ab contra rotavirus. Las

positivas en el lisado celular capturado con ab contra rotavirus. Las proteinas que presentaron mayor
porcentaje de unidon (determinado por la absorbancia) en orden descendente fueron Hsp70 (75%),
Hsp60 (53,6), Hsc70(69%), PDI (51%) y 84%) y las que presentaron menor absorbancia fueron la
Hsp90 (41%)y H1®%) (Fig. 6C). Se repitid el experimento utilizando fracciones enriquecidas de
membrana citoplasmatica. Las proteinas que presentaron mayor porcentaje de unién (determinado por
la absorbancia) fueron las proteinas PDI (71%), (B7%0), Hsc70 (55%), Hsp90 (43%) y Hsp70 (45%)
(p<0,001). y las de menor absorbancia fueron Hsp60 (17%) y Hsp40(9,1%) (P>0,05). La incubacion
previa de las membranas enriquecidas con la porciéon F(ab) 2 previa a la incubaciéon con RV TRUYO
mostré disminucion en la absorbancia indicada anteriormente (Fig. 6D). En conjunto, los resultados
sugieren gue estas proteinas pueden participar simultineamente o en complejo (cluster) durante las

primeras fases de infeccion del rotavirus TRUYO.
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Fig. 6 Las proteinas Hsp90, Hsp70, Hsp60, PDI, Hsc70 participan en las primeras fases de
infeccion del RV TRUYO en MES-OV. A. La porcion F(ab) 2 contra Hsp90, Hsp70, HSp60, Hsp40, PDI
HSc70, 33 fue adicionada a células MES-OV en monocapa por 45 m at 37°C. Después de la incubacion,
las células fueron lavadas con medio RPMI, e incubadas por 15 m at 4 °C. Luego se inoculo RV TRUYO
(MOI 1), se incubo por 45 m a 37°C, se lavaron una vez y se incubaron por 12h at 37°C. Las células
MES-OV fueron fijadas con el sistema HRP. Los datos son expresados como porcentaje de infeccién
comparado con células sin bloguear (Control). B. Viabilidad de células MES-OV en presencia de la
porcién F(ab) 2 medido por el ensayo de MTT. C. RV TRUYO (MOI 1) fue adsorbido por 45 m a 4°C con
células MES-OV. Después las células fueron lisadas con RIPA |, y la deteccién de las proteinas fue
determinada por ELISA DE Captura usando como captura anticuerpo contra RV. D. Membranas
enriquecidas fueron tratadas como en A y las proteinas fueron detectadas usando ELISA de captura.
Barra de errores representan tres experimentos independientes por duplicado. *P<0,001 Mix ab*; Mezcla
de todas las porciones F(ab)2 a concentracién de 0,005mg/mL
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Las prote2nas Hsp90, Hsp70, tbscantedhalsdsDdidicastyparticipan PDI ,
en lainfeccion de rotavirus TRUYO. Las balsas lipidicas son microdominios de la membrana ricos en
colesterol, esfingolipidos y proteinas ancladas a GPI (Glicosilfosfatidilinositol) que funcionan como
plataformas para iniciar o transmitir sefiales celulares y participan en la entrada, ensamblaje y liberacion

de virus, entre los que se encuentran el rotavirus (151-155). Para determinar esto, células MES-OV

fueron lisadas, las fracciones separadas en un gradiente de sacarosa y los lipidos de cada fraccion

fueron disueltos con buffer RIPA. La presencia de las proteinas Hsp90, Hsp70, Hsp60, PDI, Hsc70,

PDI , bl en cada fracci-n recuperada se evalu- por ¢
captura se us0 el ab contra la proteina HSC70, dado que se ha reportado previamente estar asociado a

balsas lipidicas y estar implicado en la entrada de varias especies de rotavirus (156). Las proteinas
Hsp9o0, Hsp70, Hsp60, P Cetectaglas Enmtayoigconicemteacion én lafs fragciomea d
superiores (1, 2, 3) y en menor concentracion en las fracciones de alta densidad (6,7 y 8) (Fig. 7A),

indicando que estas proteinas se encuentran formando complejos con la proteina Hsc70. Al repetir el

ensayo, utilizando como Ac de captura anticuerpo contra la proteina Hsp60 se detect6 que las proteinas
Hsp90, Hsp70, Hsc70, PDI , bl pueden estar formando
recuperados en las fracciones 1, 2 y 3 (Fig. 7B). El tratamiento de las células MES-OV con mbCD 1
mM (38) durante 1 h a 37°C, mostré cambio en el patron de distribucién de estas proteinas, apoyando

gue las proteinas se ubican en las balsas lipidicas. Otro control utilizado fue GM1, el cual es enriquecido

en microdominios (157), se encontrd principalmente en fracciones superiores 1, 2 y 3 correspondientes

a fracciones de baja densidad (Fig. 7C) y | a extracci-n de <colesterol C
gangliésido GM1 a fracciones de alta densidad (3 a la 8) (Fig. 7C). Estos resultados confirman que las
prote2nas Hsp9o0, Hsp70, Hsp60, Hsc70, PDI , bl se en

Posteriormente evaluamos si el RV TRUYO se une a proteinas ubicadas en fracciones de balsas

lipidicas, para esto las ocho fracciones obtenidas por gradiente de sacarosa y ultracentrifugacién fueron

incubadas a 37°C con 2 x 10° UFF/ml de RV TRUYO vy la union fue evaluada por ELISA, con ab de

captura contra Hsc70 y ab primario contra RV. El precipitado en cada fraccion con el ab contra Hsc70

contiene antigenos de RV. La mayor concentracion se encontro en las fracciones 2, 3, 4 y 5 (Fig. 7D),
confirmando que la proteina Hsc70 participa en la union e RV TRUYO a las células MES-OV. Para
evaluarsiladepleci - n de colesterol con mbCD afecta | a uni -1
Hsp70, Hsp60, PDI , Hsc 70, |l as c®l ulas vivas fueron
luego fueron incubadas con RV TRUYO a MOI 5. La unién fue evaluada por ELISA de captura usando

suero hiperinmune contra RV y ab primario contra las proteinas indicadas. Las células tratadas con
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mb CD
mas facilmente o en mayor cantidad a las proteinas Hsp90, Hsp70, Hsp60 y Hsc70, cuando dichas

10mM mostraron mayor absorbancia, respecto a |

proteinas no estan en las balsas lipidicas (Fig. 7E).

Para identificar si las balsas lipidicas son determinantes durante la entrada del RV TRUYO a la célula,
mbCD 10mM pc
37°C y luego se infectaron con RV TRUYO MOI 1. Los resultados indican disminucién del nimero de
c®Il ul
7F). Laexposi ci - n

se removio el colesterol de las membranas plasmaticas de células MES-OV ¢ o n

as infectadas compar ado (6% VL68%, espacivanmente) &-ig.p ue st
de | c®l ul mb CD
indicado por ensayo de MTT (Fig. 7G), apoyando que la ubicaciéon de las proteinas celulares en las

as as a en concentraci-n

balsas lipidicas es determinante para el proceso infeccioso, pero no para la unién. Probablemente la

integridad de la balsa lipidica es requerida para la clusterizacion de estas proteinas y entrada del virus
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2 2 2 1
3 3 mBCD mBCD 2
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Fig. 7 La infeccién de rotavirus TRUYO depende de la localizacién de proteinas en balsas

lipidicas. Detection of Hsp90, Hsp70, Hsp60, PDI, Hsc70 proteins in lipid rafts.
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Células MES-OV con o sin tratamiento con mbCD (10mM 1h at 37°C) fueron sujetas a lisis con buffer
(50mM Tris-Cl, pH 7,5, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 2mM DTT, Tritdbn X-100 1%) a 4°C. Luego el lisado
es usado para obtener balsas lipidicas por gradiente de sacarosa y ultracentrifugacion. Las proteinas
fueron detectadas por ELISA de captura usando como anticuerpo de captura sueros hiperinmunes en
A, Hsc70 and in B. Hsp60. C. Inmunodot para la deteccion de GM1 en fracciones celulares obtenidas
como se describe. D. RV TRUYO (200.000 UFF/ml) fue adsorbido por 45 m a 4°C con 8 fracciones
obtenidas de balsas lipidicas. Después los complejos fueron lisados con RIPA , y lavados con PBS, y
las proteinas fueron detectadas por ELISA de captura. Se usé como captura sueros hiperinmunes contra
RV. E. Ensayo de unién para la deteccién de proteinas en lisados celulares tratados mbCD e incubados
con RV TRUYO. La presencia de las proteinas fue determinada por ELISA de captura. Como capture
se uso sueros hiperinmunes contra RV. F. Células MES-OV con o sin tratamiento con mbCD (10mM 1h
a 37°C) fueron evaluadas para cuantificar la infeccién por citometria de flujo. G. Viabilidad de células
tratadas o no con 10mM de mbCD fue evaluada por el ensayo de MTT.

Dado que los ensayos anteriores permitieron mostrar que las proteinas Hsp90, Hsp70, Hsp60, PDI,
Hsc70 participan durante las primeras fases de infeccién del RV TRUYO en las células MES-OV,
determinamos cudl de estas proteinas colocaliza con el RV. Para esto monocapas de células MES-OV
adheridas fueron inoculadas con MOI de 3 a 4°C durante 2 minutos. La inmunofluorescencia mostro
diferentes grados de colocalizacion entre proteinas estructurales del RV y algunas de las proteinas
celulares examinadas (Fig. 8A). La sefial de colocalizacién fue analizada usando los métodos de
Pearson, costes, y Mander's (158). El coeficiente de Pearson es una medida exacta de la correlacion
cuando la intensidad de las dos sefales analizadas es similar. Este coeficiente mostré que las proteinas
Hsc70 (r=0,73), Hsp90 (r=0,70), y Hsp60 (0,67), (B,39) y PDI (0,54) colocalizan con el RV mientras
gue las proteinas Hsp70 (0,31) y  [0322) mostraron no estar colocalizadas con el RV. Sin embargo, el
analisis cuantitativo de correlacién usando el algoritmo de Mander's. mostré alta frecuencia de
colocalizacién de todas las proteinas. El porcentaje de sobrelapamiento de sefiales dada por la
intensidad del RV TRUYO con la proteina es indicado por M1 y el porcentaje de sobrelapamiento de la
sefal de cada proteina con el RV es indicado por M2. El porcentaje de sobrelapamiento tanto de M1
como de M2 fue mayor a 0,7, indicando colocalizacion del RV y estas proteinas. Las proteinas
presentaron una fuerte colocalizacién con la sefal para el virus, en orden descendente fueron Hsc70
(0,97), (®88), Hsp60 (0,87), PDI (0,86), Hsp90 (0,81), Hsp70y  [0176) (Fig. 8B). Estos resultados
muestran que las proteinas analizadas participan durante la fase de unién del RV TRUYO en las células
MES-OV en diferentes grados. Aungue la colocalizacién no muestra interaccion directa de las proteinas,
este ensayo junto con los ensayos de unién apoya la idea que las proteinas pueden agregarse y

participar en diferentes eventos durante la entrada del RV.
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Fig. 8 Localizacién de la particular viray las proteinas Hsp90, Hsp70, Hsp60, PDI, Hsc70,b 1, b 3
en la membrana de células MES-OV. Imagenes representativas de microscopia confocal. Células
MES-OV fueron inoculadas con RV TRUYO MOI de 3 e incubadas a 37°C y luego fueron fijadas con

PFA (4%). Las células fueron evaluadas para la presencia de Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsc70, PDI, b 1

and b 3Se us6 0,02ug/ml de anticuerpo monoclonal contra cada proteina. Los antigenos de RV fueron
detectados usando sueros hiperinmunes contra proteinas estructurales. Como anticuerpo secundario se

uso anti-conejo Alexa flaor 555. El analisis fue realizado usando el coeficiente de correlacién de Pearson

y el método de sobrelapamiento de Mander’s. Las imagenes fueron adquiridas usando Microscopio
Confocal Laser Scanning (Olympus FV1000) con objetivo de 60x/1.42 oil PlanApo N. Las imagenes
fueron analizadas con el software Fiji. Los resultados son de tres experimentos independientes

El RV TRUYO entra a las células MES-OV por la via endocitica. Para determinar si el rotavirus
TRUYO utiliza la via endocitica para infectar, se utiliz6 microscopia confocal para evidenciar si el virus
colocaliza con marcadores de endosoma temprano (Rab5) y endosoma tardio (Rab7). Para esto, las
células MES-OV fueron inoculadas con MOI de 2 e incubadas a 37 °C por los tiempos indicados y
evaluadas para la presencia de Rab5 y Rab7 por fluorescencia (Fig. 9A). Se detecté que 5 minutos
después de la infeccion la proteina Rab5 se expresaba y colocaliza con el RV TRUYO (r=0,53), esta
sefial increment6 a los 10 m post infeccion (m.p.i), en donde se detecté mayor colocalizacion (r=0,68) y
a los 20 m.p.i la intensidad de la sefial y la colocalizacion de rab5 y el RV TRUYO disminuyo (r=0,47).
Para conocer si el RV TRUYO sigue la ruta de endosomatardio, se evalud la expresion de Rab7 y CD63,
sin embargo, no se detectd sefal hasta los 80 m.p.i (no mostrado). Estos resultados indican que el RV
TRUYO usa la via endocitica. Sin embargo, no se puede determinar que ruta endocitica sigue. Para
determinar si durante la infeccion se forman estructuras celulares compatibles con endosoma evaluamos
las estructuras celulares de MES-OV infectadas con TLPs de RV TRUYO (MOI de 1) 2 y 20 m.p.i
mediante uso de microscopia electrénica de barrido. En la membrana celular se observaron estructuras
compatibles con macropinosoma temprano (Fig. 9B). En conjunto estos resultados sugieren que el RV

TRUYO entra a la célula por endocitosis relacionada con macropinosomas y regulada por Rab5.
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Fig. 9 El rotavirus TRUYO usa la via endocitica para la entrada. A. Imagenes representativas de
microscopia confocal. Células MES-OV fueron inoculadas con RV TRUYO MOI de 3 e incubadas a 37°C
y luego fueron fijadas con PFA (4%) en los tiempos indicados. Las células fueron evaluadas para la
presencia de Rab5 y antigenos de RV. Se usé 0,02ug/ml de anticuerpo monoclonal anti-Rab5-Alexa
flior 647. Los antigenos de RV fueron detectados usando sueros hiperinmunes contra proteinas
estructurales. Como anticuerpo secundario se usé anti-conejo Alexa flaor 555. El andlisis fue realizado
usando el coeficiente de correlacién de Pearson y el método de sobrelapamiento de Mander’s. Las
imagenes fueron adquiridas usando Microscopio Confocal Laser Scanning (Olympus FV1000) con
objetivo de 60x/1.42 oil PlanApo N. Las imagenes fueron analizadas con el software Fiji. Los resultados
son de tres experimentos independientes. B. Microscopia electrénica de transmision de células MES-
QV infectadas con RV TRUYO MOI de 2. Imagenes representativas mostrando estructuras similares a
| amel opodi os mpama odendgd.l ERMMAFGeRAS Yu€on adquiridas en microscopio
electrénico de transmision (Jeol 1400 plus A 80 KV) y no representan eventos continuos. Flechas rojas
indican las estructuras similares a lamelopodios y las flechas Negras muestran el virus. Las imagenes
fueron analizadas con el software Fiji.
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La infeccion por el rotavirus TRUYO genera efectos citotoxicos en las células MES-OV. Para
evaluar si el RV TRUYO genera efectos citotoxicos, la integridad de membrana citoplasmética y actividad
metabdlica fue evaluada por inoculacion de rotavirus TRUYO (MOI 1, 5y 10) en la linea celular MES-
OV. La actividad metabdlica de células infectadas fue evaluada con el ensayo de MTT. Se encontrd
disminucion de la actividad metabdlica del 50% para MOI 1, 5 y 10 de infeccién comparada con células
no infectadas (p>0,001). Los resultados muestran reduccién en la actividad enzimatica del 25-al 30%
desde las 6 h.p.i. y entre 45-50% a las 12 h.p.i (Fig. 10A), sugiriendo que el rotavirus TRUYO induce un
efecto citotoxico. Los resultados muestran incremento en la perdida de la integridad de la membrana a
través de los tiempos examinados. La evaluacion de las células 12.h.p.i mostré disminucion en la
integridad de la membrana celular entre 40- 50% (Fig. 10B). La evaluaciéon de la integridad de la
membrana celular y nuclear usando el agente intercalante 7-ADD muestra que el 20% de células MES
OV presentan alteracion de la permeabilidad celular (Fig. 10C). En la misma muestra usada para evaluar
la presencia de PS, se evalué la actividad metabdlica de las células mediante el uso de citocalceina. Los
resultados muestran la presencia de los tres grupos celulares; células con presencia de PS, células con
permeabilidad de la membrana (7 AAD) y células vivas con actividad metabdlica (Fig. 10D). Mediante
tincion de Hoechst se encontré condensacion de DNA en células MES-OV infectadas con MOl de 1 12
h.p.i (Fig. 6 E). Mediante tincién con Hoechst y TUNEL se encontré fragmentaciéon de DNA 12 h.p.i. en
el 47.4% + 2,2 de células MES-OV inoculadas con MOI de 1 (Fig. 10F). Durante la activacion de sefales
de muerte, proteasas suicidas fragmentan a PARP1 en dos segmentos especificos, uno de 89 KDa que
es liberado al citoplasma y un fragmento de 24 KDa que se une irreversiblemente a segmentos de DNA
rotos e inhibe las enzimas de reparacion de DNA induciendo de esta forma a la muerte celular (159,
160). Mediante el uso de anticuerpo especifico contra la fraccién fragmentada de PARP-1 se realiz6
citometria de flujo a células infectadas con rotavirus TRUYO (MOI 1). Los resultados muestran que 12
h.p.i el rotavirus y XIAP se encontraron reguladas negativamente. Su expresion fue 21%, 8% y 50%
respectivamente. Asi mismo la familia de proteinas IGFBP, las cuales estan relacionadas con
supervivencia se encontraron disminuidas. Como control de muerte se usé células tratadas con 200uM
de Cisplatino por 6 h. (Fig. 10H y 10I). En conjunto los datos muestran que 12 h.p.i con RV TRUYO las
células MES-OV muestran sefales de muerte induce expresion de PARP-1 fragmentada en el 33,4%
de las células. (Fig. 10G). Debido que las células MES-OV mostraron expresar sefiales de muerte
12.h.p.i con RV TRUYO, posteriormente examinamos el efecto del RV en la expresion de proteinas
relacionadas con apoptosis usando un arreglo de proteinas (Fig. 10H y 10I). se encontraron cambios

en la expresion de marcadores relacionados con apoptosis en células inoculadas con RV TRUYO MOI
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comparada con células no tratadas. Las proteinas que fueron reguladas positivamente (verde) y que
mostraron diferencias significativas en la expresion 12 h.p.i comparado con lo expresado en células no
infectadas fueron la caspasa 3 y la caspasa 8, con un aumento de 51% y 42% (p<0,0001)
respectivamente. Otras proteinas promuerte celular encontradas reguladas de forma positiva fueron Fas
(32%), FasL (18%), HSP60 (11%) (p<0,001). Las proteinas anti apoptéticas, Bcl-2, Bcl-w celular y

supervivencia.
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Fig. 10 El rotavirus TRUYO genera efectos citotéxicos en las células MES-OV. A. Células MES-
QV fueron inoculadas con RV TRUYO MOl de 1,5y 10, luego de 12 h.p.i la viabilidad fue evaluada por
el ensayo de MTT. Y en B Azul tripan. C. Perfiles de citometria de flujo de células MES-OV inoculadas
con RV TRUYO (MOI 1) luego de 12 h.p.i, donde se evalué la presencia de fosfatidilserina y
permeabilidad celular usando anexina V y 7-AAD. Se muestra células MES-OV sin infeccién y células
infectadas. D. Células MES-OV inoculadas con RV TRUYO (MOI 1) y evaluadas para detectar la
actividad metabdlica usando citocalceina como substrato, fosfatidilserina usando Apoxina vy
permeabilidad de la membrana usando 7-AAD como se describe en materiales y métodos. E. Ensayo
de TUNEL. F. Cuantificacion de PARP-1 Fragmentada por citometria de flujo. Se evalué cambios en la
expresi -n de prote2nas de muert e uanacodtroldenuerte celulari Hu ma
se usa cisplatino 200uM. G. Imagenesrepresentat i vas del Afdot o en cada trat e
expresion son indicados con flechas. (p>0,001). H. Mapa de calor donde se representa la expresion
relativa de las proteinas comparada con el control (células sin tratamiento). El color verde representa
las “proteinas con el nivel mas alto de expresion y en rojo las proteinas con el nivel mas bajo de expresién

comparada con células no infectadas.
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4.2.4 Discusion

El RV silvestre infecta de manera natural células polarizadas como las microvellosidades intestinales
(31). Este tropismo es mediado por receptores de membrana que median la union y entrada del rotavirus
durante las primeras fases de infeccién, lo cual ha sido demostrado por la capacidad de replicacién de
rotavirus transfretado mediante liposomas en células resistentes a la infeccion (células L y Hep2) (161-
164). Uno de los aspectos importantes durante el disefio y desarrollo de un VO es el conocimiento de
los receptores celulares, dado que permite conocer qué tumores pueden ser susceptibles a la infeccion.
Previamente hemos mostrado que RV adaptados en lineas celulares tumorales muestran mayor
capacidad de infectar e inducir muerte de células tumorales cuando fue comparado con sus especies
parentales (37). En el presente estudio las células MES-OV obtenidas a partir del liquido ascitico de
una paciente con cancer de ovario (ATCC) fueron usadas para evaluar la capacidad oncolitica de uno
de los RV adaptados en nuestro laboratorio (RV TRUYO). Los resultados obtenidos indican que esta
linea tumoral es susceptible a la infeccion por el rotavirus TRUYO dado que se encontré incrementd en
la concentracion de antigenos de RV a través de las horas post infeccion, tanto en el sobrenadante
como en el lisado celular y por la sintesis de proteinas virales no-estructurales. Esto sugiere que el
rotavirus infecta las células MES-OV, sintetiza proteinas necesarias para desencadenar sefiales que
permitan la replicacién viral, ensamblaje de nuevos viriones y activacion de vias de sefalizacion de
muerte celular. Las proteinas no estructurales de rotavirus han sido relacionadas con diversos efectos
en la célula, incluyendo detencién de la respuesta antiviral (165, 166) e induccién de muerte (101, 102).
Usando diferentes MOI de infeccién (1,5 y 10) se encontré que el ciclo de replicaciéon de este virus se
encuentra entre 8 y 10 horas, aunque a las 6 h.p. i. se evidencioé la liberacién de particulas virales
capaces de infectar nuevas células MES-OV. La concentracion de antigeno en el lisado celular con MOI
de 1, MOl de 5 y MOI de 10 fueron similares a las 6 h.p.i, pero entre 10 y 12 h.p.i se evidencio diferencias
significativas entre el MOl de 1y el de 10 (p<0,001). indicando que la concentracién de virus inoculado
estarelacionada con la cantidad de antigenos virales producidos en las h.p.i evaluadas. Carrefio-Torres,
JJ etal (2010), demostraron en células MA104 infectadas con RRV (RV Rhesus) que el nimero y tamafio
del viroplasma, estructuras que dirigen el empaquetamiento y replicacién del genoma viral dentro de
capsides intermedias, aumenta de acuerdo al MOI y que entre mayor sea el MOI la formacion del

viroplasma es mas temprana (167).

A bajas temperaturas el RV es capaz de unirse a las proteinas receptoras (34). Usando esta

caracteristica, se demostré que el RV TRUYO se une a células integras o membranas citoplasméaticas
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enriquecidas de la linea celular MES-OV. La disolucion de lipidos y posterior precipitacion de complejos
unidos a RV permitié identificar en los precipitados la presencia de las proteinas Hsp90, Hsp70, Hsp60,
Hsc70, PDI y b1l. El us o (ph'2 de srdiquerpos dirigidosl @ntrd estasc c i o n
proteinas, mostrd disminucion en la unién y en la infeccion del rotavirus TRUYO. Estos resultados
indican que Hsp90, Hsp70, Hsp60 Hsc70 y PDI de la superficie de las células MES-OV son importantes

para la adhesion y entrada del RV TRUYO. El rotavirus TRUYO no tuvo la capacidad de infectar células
CHO, las cuales previamente se han reportado tener una susceptibilidad limitada a la infeccion por
especies de RV silvestre (145). Esto muestra que el RV adaptado necesita de moléculas receptoras en

la membrana de las células tumorales, las cuales permiten su adhesién y entrada. Teniendo en cuenta

lo anterior, es necesario la identificacion del mecanismo de interaccion de las proteinas receptoras y/o
correceptoras del RV y si otras biomoléculas participan como receptoras de este virus, dado que ningun
anticuerpo contra |l as prote2nas evaluadas aqu?2 ni

de la infeccion.

El uso de las proteinas de choque térmico por el rotavirus TRUYO es de gran importancia en TVO, dado

gue algunas de las proteinas evaluadas aqui han sido encontradas en la superficie de varios tipos de

cancer incluyendo el cancer de ovario (168-171). La funcion de las proteinas de choque térmico en la
superficie de células tumorales se ha relacionado con la capacidad de estas proteinas de interactuar

con receptores implicados en la respuesta inmunolégica, entre ellos, se ha relacionado con receptores

Toll -Like (TLR) y células naturales Killer (168, 172). Estas proteinas también han sido encontradas

como receptoras de varios virus y bacterias. Por ejemplo, se ha demostrado que el virus del dengue

usa las proteinas Hsp90 y Hsp70 como un complejo receptor para la entrada (173). La proteina Hsp70

y Hsp90b act ¥%an como recept or as (1d4el75),eliviruside Caksackie a e n
A9 (176) y el virus linfotropico T humano tipol (177). Otra proteina chaperona que es usada como
receptora por microorganismos es la Hsp60. Se ha demostrado que esta proteina se une a la proteina

de adhesién de Listeria monocytogenes (LAP) (178), a la proteina de unién a fibronectina de
Staphylococcus aureus (179) y a la proteina gp41 de del virus de la inmunodeficiencia humana en lineas
celulares humanas (180). Varias especies de RV usan |l as prote?
Uudab1, Ux b2 c o (86 83 %cld5). Ashmism® se ha demostrado que la sobreexpresion de

l as subuni dades Uistenyes dl8Binfeeaidn (€CBD),pronausverrlaeirdeccion del rotavirus

(35).
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Cuando se mezclaron las fracciones F(ab) 2 de ab contra las proteinas Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsc70,

PDI y b3 se observ: un e festas proteirasiparticipan @n la datsatlacdel Rvi d i ¢ a

TRUYO de forma independiente o que la ubicacién de estas proteinas es cercana dentro de la
membrana lipidica. Interesantemente, se ha reportado que algunas proteinas de choque térmico pueden
formar complejos funcionales en la membrana de lineas celulares. Por ejemplo se ha encontrado que
Hsp90 y Hsp70 forman cllsteres con otras proteinas en la membrana (181). Triantafilou K., et al (2001),
mostré que después de estimular células con lipopolisacarido (LPS) | as pr ot e2nas

forman un cllster heteromérico junto con el receptor de la quimioquina 4 (CXCR4) y el factor 5 de
crecimiento/diferenciacién (GDF5) (181). Asi mismo, Hsp90 y Hsp70 se encontraron asociadas en
membranas de células U937 durante la entrada del Virus del Dengue (173). Ademas de estas proteinas
se ha encontrado qgue Hsp60 precipita | uftapbylocoocos
aureus, indicando su asocian durante la entrada de este microorganismo (179). En el presente trabajo
encontramos que | as pr ot e?2 na spretiggtgn en conplBjbs necovialentes
En lineas celulares de cancer de mama también se ha encontrado que la proteina Hsp60 activa la
integrina bl, p o0 soi chnibiesntenfotmaciomazs (L8R)a También se ha demostrado,
dimerizacion de Hsc70 y Hsp70 (10) y oligomerizacion de Hsp70 (183) en membranas artificiales.
Aunque la funcién de las proteinas de choque térmico en la membrana celular ain no se ha aclarado.
Esto podria indicar que ellas participan en un mecanismo especifico para el reconocimiento de
antigenos. Es posible que durante la entrada de RV a las células, las proteinas Hsps y PDI realicen
modificaciones conformacionales a proteinas celulares de unién al RV. Las proteinas detectadas como
receptoras de RV han sido evaluadas en su gran mayoria mediante ensayos inmunolégicos. En este
estudio se evallo la participacién de las proteinas usando ensayos de unién y de bloqueo, lo que permite
evaluar su participacion durante la fase de adhesién y entrada, pero no permite evaluar la funcion de

cada proteina durante la entrada del RV.

El agrupamiento de las proteinas chaperonas e integrinas se ha encontrado en dominios de membrana
lipidica resistente a detergentes, en la cual se da una interaccion entre lipidos y proteinas (173). La
funcién de las proteinas ubicadas en balsas lipidicas depende en gran parte de la estructura dada por
la concentracién de colesterol. Estos nhanodominios de la membrana son heterogéneos, dinamicos y
ricos en colesterol, esfingolipidos y proteinas ancladas a glicofosfatidilinositol (184, 185). La formacién
y tamafio de clUster de proteinas ha sido directamente relacionada con la concentracién de colesterol
(186). Adicionalmente se ha encontrado que los microdominios lipidicos juegan un papel importante

durante la entrada, replicacion y liberacion de RV tipo silvestre (152, 187, 188). Asi mismo, se ha
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reportado que la funcién de las balsas lipidicas difiere en cada tipo celular debido a la heterogeneidad

de lipidos que las componen (154). En este trabajo encontramos disminucién de la infeccion por
tratamiento previo de |l as c¢c®lulas con mbCD 10 ¢ M,
células MES-OV de céancer de ovario son importantes para la entrada de RV TRUYO. Esto es acorde

con lo reportado por Dou X., et al (2018), quienes encontraron que el colesterol presente en las balsas
lipidicas es necesario para la entrada de un RV porcino (153). La evaluaciéon de las proteinas Hsp90,
Hsp70, Hsp60, Hsc70 y PDI en microdominios lipidicos de células MES-OV mostré la asociacion de
estas proteinas en complejos formados por interacciones no-covalentes. Es probable que la aplicacion

de la porcién F(ab) 2 contra cada una de ellas genere un efecto inhibitorio en la infeccién de RV TRUYO

por participacion de cada proteina, de forma individual, dada la disminucién en la infeccién cuando se
bloquean en forma separada. Ademas, también encontramos un alto indice de colocalizacion de cada

una de estas proteinas con el RV, lo que apoya a la idea de un cluster funcional. Sin embargo,
encontramos que |l a integr i lodeaéu8rdortan eldndide deccarlelacmdec o n €
Pearson, lo que concuerda con el ensayo de bloqueo, en donde la porciéon F(ab) 2 del ab contra esta
proteina no bloqueo la infeccion y con el ensayo de uniéon en donde no encontramos unién usando
membranas de células. Pero, el analisis del indice de sobrelapamiento de Mander’'s mostrd
colocalizaci-n cuando se evaluaron |l as c¢c®l ulay que
dado que en modelos celulares se ha demostrado que algunas de estas proteinas forman cllsteres
funcionales en microdominios lipidicos, nosotros hipotetizamos que las proteinas aqui descritas
participan de forma coordinada o forman un clister funcional en microdominios lipidicos para permitir la
internalizacion del virus y que la funcién de estas proteinas en la membrana celular determina la

susceptibilidad de las células MES-OV a la infeccion.

En este estudio la extraccidén de colesterol por tratamient o con mbCD 10 mM durant e
genero perdida de la unién de las proteinas Hsp90; Hsp70, Hsp60 y HSc70 a RV TRUYO. Al contrario,

la sefial de union fue mayor que cuando no se extrajoelcole st er o | de l as c®l ul as ¢
acorde con un estudio realizado por Dou X., et al 2018, quienes encontraron que la extraccion de

colesterol no afecta la union, pero si la entrada de un RV porcino (153). Adicionalmente, el aumento en

la sefial detectada por fluorescencia, cuando se extrae elcol est er ol con mbCD ha sid
estudio de otras proteinas encontradas en balsas lipidicas. Un estudio de agregacion de la proteina

Sintaxina 1 (proteina de unibn a membrana), demostré que la disposicion y clusterizacién de las

proteinas depende d e | tiempo y concentraci-n de mbCD. EIl os

mi nutos de tratamiento con mbCD 15 mM se aument aba
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mas agregada, sugiriendo que la deplecién del colesterol permitia mayor acceso del ab. Adicionalmente,
un estudio realizado por Zhang M, et al (2018) mostr6 que en liposomas que contenian 25% de
colesterol, la proteina Hsp90 presentaba un incremento en el nivel y afinidad de unién comparado con
liposomas con 50% de colesterol (186). Nosotros encontramos que la extraccion de colesterol no afecta
la unién a las proteinas Hsp pero si es un determinante en las fase post-adhesion, dado que el
tratami ent oisnunuyo lamfedCi@n (189). Es probable, que la extraccién de colesterol en las
condiciones experimentales indicadas en este estudio exponga un mayor segmento de las proteinas al
espacio extracelular y el RV tenga mayor interaccion con las proteinas. Ademas, sugiere que la
organizacion estructural de las proteinas dada por el colesterol es necesaria para la interaccién entre

proteinas celulares y del RV durante la fase de entrada.

Estudios in vitro en células MA104 y CaCo2 y usando diferentes especies de RV han mostrado varias
biomoléculas de la membrana celular como receptoras o correceptoras del RV. Entre ellas se encuentran
el acido sialico, gangliosidos, proteinas de choque térmico (Hsc70), PDI, proteinas que estabilizan
filamentos de actina (DBN1), integrinas (U2 b 1, U4 b 1 ), proteiBas delns bndnes estrechas
como JAM-A, Occludin y ZO-1 (33, 35, 36, 83, 85, 89, 90). En este estudio el andlisis de proteinas de
choque térmico, PDI e integrinas en la linea celular tumoral MES-OV mostré que varias proteinas de
choque térmico participan durante los primeros pasos de infeccion. Esto podria indicar requerimientos
del RV para la entrada a la célula huésped depende de la especie. Sin embargo, teniendo en cuenta lo
anterior es posible que para la entrada del RV (y otros microrganismos) a las células se requiere de un
estimulo inicial de uniébn que desencadene una cascada de sefalizacibn ya sea por activacién o
reclutamiento de proteinas a microdominios lipidicos en la membrana donde se podrian modificar o
generar cambios conformacionales de las proteinas alli ubicadas. Posterior a estas modificaciones, las
proteinas podrian actuar como receptoras y de esta forma permitir la entrada del RV. Una vez el RV se
encuentre unido, por ejemplo, a acido sialico (190, 191), deben participar proteinas que permitan la
entrada del RV. En el paso post-adhesion se han descrito varias integrinas, la proteina de choque
térmico Hsc70 (34), proteinas de union intercelular (89), que interactlian ya sea con la proteina VP4 o
VP8 del virus. Esta diversidad de interaccion entre proteinas de membrana celular con los RV podria
indicar que las moléculas de unién o correceptoras de este virus comparten una misma caracteristica,

ya sea funcional o estructural.

Se han descrito diferentes vias de entrada para los RV silvestres (75, 93). En este trabajo se encontré

colocalizacién con Rab5, indicando un mecanismo de entrada dependiente de GTPasas, sin embargo,
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no se detect6 (hasta los 80 m) la expresion de Rab7 la cual ha sido relacionada con endosoma tardio u
otras estructuras de la via endocitica. Esto indica que el RV TRUYO sigue una ruta diferente a la
reportada para algunas especies de RV silvestres o que la formacion del endosoma tardio se da después
de los 80 m Sin embargo, para otras especies se ha reportado que la colocalizacion de Rab7 se da
desde los 80 minutos (149). Adicionalmente se ha encontrado que la proteina Rab5 precipita con VP4
de lisados de células transfectadas con el cDNA de VP4, durante los eventos tempranos de infeccion
(192). Adicionalmente se ha descrito que la union entre VP4 y RV induce cambios conformacionales de
los receptores (30). Mediante TEM se detectaron cambios sugestivos de formacién lamelopodias. Es
posible que la interaccién de RV TRUYO con los receptores de la membrana, induzcan cambios en la
estructura de esta que permitan el fengolfamientoodel virus. Estas estructuras similares a lamelopodios
han sido previamente reportadas en células BSC-1 (monkey, African green, kidney) (30). Es probable
gue |l a extracci-n de col e s-©\Wwbtoguee ladoonmacidn le@fas estructar&s|! ul a s
(lamelopodias) y por lo tanto no se permita la internalizacion del RV TRUYO, como se ha mostrado para
la penetracion del HIV-1 a células endoteliales microvasculares del cerebro (193). Estos resultados
sugieren que la ruta endocitica mediada por macropinosoma juega un papel importante en la
internalizacion del RV TRUYO, sin embargo, se requieren mas estudios que permitan caracterizar esta

ruta de entrada.

El RV TRUYO induce muerte entre el 40-50% de las células MES-OV 12h.p.i. La alteracion en la
permeabilidad mostrado por disminucion en la exclusién de azul tripan y permeabilidad al agente
intercalante 7 ADD muestra que este virus induce muerte por lisis celular a las 12 h.p i. EL 33 % de las
células mostraron activar PARP y el 23% externalizacion de la fosfatidilserina en la cara externa de la
membrana celular. Adicionalmente se mostrd que este virus induce fragmentacién de DNA 12.h.p.i. Esto
sugiere que es posible la activacion de diferentes programas de muerte celular. En este trabajo no
sincronizamos las células MES-OV previa a la infeccién. Es posible que los mecanismos de muerte se
presenten de forma heterogénea y que dependa de la etapa del ciclo celular. Se ha demostrado que la
infeccién con RV tipo silvestre (CRWS8) induce externalizacién de la PS en lineas celulares MA104 y
HT29, peo no en células CaCo-2. Indicando que el mecanismo de muerte celular inducido por el RV
depende de las caracteristicas de las células. La infeccién con RRV induce fragmentacion de DNA solo
en células terminalmente diferenciadas Caco-2 (194). EL RRV induce fragmentacién del DNA y perdida

del potencial de membrana y liberacion de citocromo ¢ de la mitocondria.
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425 Conclusion

En este estudio se muestra un RV adaptado con capacidad de infectar y replicarse en una linea celular
de cancerde ovar i o que expresa | as prote2nas Hsp9oO,

membrana. Estas proteinas se ubican en balsas lipidicas y actian como receptoras o correceptoras de
este RV. El RV TRUYO usa la via endocitica a través mediado por la proteina Rab5, la cual esta
asociada a endosomas temprano y de acuerdo con las estructuras observadas en TEM sugerimos que
este virus puede entrar a través de macropinosoma. Por ultimo, el RV TRUYO induce sefiales de muerte.
Esta caracterizacion inicial nos permite proponer al RV TRUYO como un potencial VO para cancer de
ovario. Sin embargo, es necesario evaluar esta capacidad oncolitica en muestras de pacientes en un

modelofi e x @ eénvmodelos animales.
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5. CAPITULO 4. RESULTADOS EN MUESTRAS OBTENIDAS DE PACIENTES

5.1 EVALUACION DE LA CAPACIDAD ONCOLITICA DE ROTAVIRUS TRUYO EN CULTIVOS
PRIMARIOS OBTENIDOS DE CANCER DE OVARIO.

5.1.1 Contextualizacién
Aproximadamente 295.414 mujeres son diagnosticadas con cancer de ovario (CO)y 184.799 mueren
cada afio de acuerdo con las estadisticas de Globocan (C56) (1). La supervivencia es del 90% para las
pacientes que son diagnosticadas en estados tempranos de la enfermedad. Sin embargo, debido a la
sintomatologia inespecifica, el 80% de las pacientes son diagnosticadas en estadios Il y IV lo que lleva
a una supervivencia de menos del 60 % a 5 afios (195). La terapia actual para pacientes con CO
avanzado involucra cirugia citorecductiva y quimioterapia basada en platinos (196). Se ha observado
gue entre el 40 al 60% de las pacientes tienen una respuesta clinica completa a la quimioterapia de
primera linea, el 50% de las pacientes recaen dentro de los 5 afios y el 10 al 15 % de las pacientes
tratadas en estados avanzados presentan una remision a largo termino (197). Por lo anterior, se han
venido desarrollado nuevas terapias biologicas para el tratamiento del CO, que incluyen inmunoterapia,
anticuerpos monoclonales, terapia génica usando transgenes con capacidad citotoxica y anti

angiogénica y terapia basada en virus (197-202).

El cancer de ovario es considerado actualmente como una variedad de tumores que involucran el ovario
(110, 203, 204). Ellos pueden ser clasificados en tres grandes grupos de acuerdo con el origen celular;
epitelial, de célula germinal y tumor de célula estromal especializada. El 90 % de los canceres de ovario
diagnosticados son de origen epitelial (205). La siembra de células en la cavidad intraperitoneal por el
liguido ascitico representa la forma mas importante de metastasis peritoneal y es la causa de la
carcinomatosis (200). La cavidad peritoneal es un compartimento donde se puede permitir la maxima
interaccion entre agentes terapéuticos y células tumorales, evitando las barreras encontradas por la
administracion de terapias por el torrente circulatorio. Teniendo en cuenta esto, el CO es una
enfermedad candidata para ser tratada mediante la inyeccion intraperitoneal de diversos agentes
terapéuticos incluyendo los virus oncoliticos. Previamente hemos mostrado que el rotavirus adaptado
TRUYO infecta e induce muerte de una linea celular de carcinoma de ovario humano (MES-OV). Varias
proteinas e la membrana celular participan durante la infeccién de este virus. Entre ellas, varias
proteinas de choque térmico, PDI y algunas integrinas que se ubican en la superficie de la membrana

de estas células y actian como receptores del virus.
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Las proteinas de choque térmico participan en multiples procesos celulares normales (206). Se han
encontrado sobre expresadas en mudltiples tipos de cancer y se ha encontrado que le confieren la
capacidad de adaptacion a la célula tumoral frente a varias condiciones de estrés en el microambiente
tumoral (13, 207). Ademas, su sobreexpresion en tumor y en suero de pacientes con cancer se han
asociado a un pobre pronéstico en supervivencia (208, 209). En CO se ha encontrado aumento en la
expresion de las proteinas Hsp90 (210, 211), Hsp27 (211, 212) y Hsp70 (211, 213), Hsp60 (214, 215),
Hsp65 (215). Su sobreexpresion en el tejido tumoral y la presencia de anticuerpos en suero de pacientes
con CO las hace llamativas como blanco terapéutico (216, 217). A pesar de los estudios anteriores, la
sobreexpresion de estas proteinas en la superficie de la membraba celular en tejido tumoral de cancer
de ovario ha sido poco estudiadas, sin embargo, teniendo en cuenta que en otros tejidos se han
encontrado sobre expresadas en la superficie celular y que el rotavirus TRUYO usa algunas de estas
proteinas durante las primeras fases de infeccién, nuestro interés es evaluar si este virus infecta células
obtenidas de tumor de ovario en un modelo ex vivo. Si es asi, este virus podria ser usado como un
potencial virus oncolitico en este tipo en cancer. Otras de las proteinas que usa el rotavirus durante la
infeccidén son las integrinas (35, 36, 83, 145). Estas proteinas son receptores heterodimericos de la
superficie celular que tiene un papel importante durante la carcinogénesis (218). En cancer de ovario
se ha encontrado cambios en la expresion de estas proteinas y se han asociado a invasion, metastasis
y proliferacion (219-225). Basados en estas observaciones, es probable que el RV TRUYO infecte las
células tumorales de cancer de ovario. Por esta razon el objetivo de este trabajo fue evaluar si el
rotavirus TRUYO tenia la capacidad de infectar, e inducir muerte de células obtenidas fragmentos
tumorales obtenidos de pacientes de cancer de ovario. Esto permitira avanzar en el conocimiento del

potencial oncolitico de este rotavirus adaptado.

5.1.2 Materiales y métodos

5.2.2.1 Establecimiento de cultivos primarios.

El uso de las muestras extraidas por actos quirtrgicos de las pacientes con Cancer de ovario fue
aprobado por el comité de ética de la Sociedad de cirugia del Hospital San José y el comité de ética de
la Fundacién Santa Fe Bogota S.C (Colombia). Posterior a la firma del consentimiento informado, se
tomé un fragmento tumoral de la masa quirdrgica extraida en cirugia citoreductiva de cada paciente con
cancer de ovario. Para el andlisis de todos los ensayos del presente estudio se incluyeron diez muestras.

El segmento tumoral para disgregar las células fue elegido con ayuda de un MD patélogo. El material
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fue transportado al laboratorio de acuerdo con las normas internacionales para transporte de sustancias
biologicas en medio RPMI a temperatura ambiente en un transcurso no mayor a dos horas.
Posteriormente, en cabina de flujo laminar, el fragmento tumoral fue lavado varias veces con PBS hasta
retirar la mayor cantidad de sangre. Luego se cortd en pequefios trozos de aproximadamente 3 a 4
mm3 y se lavd 3 veces con PBS para retirar la sangre. Los segmentos fueron puestos en vaso de
precipitado con solucién enzimatica conteniendo Dispasa Il de Life technologies® (1,4 U/ml) y se realizo
agitacion mecénica con barra magnética de 10mm a 37°C durante 20 minutos. La solucién resultante
fue transferida a tubos de 15ml con medio DMEM y centrifugada a 600 x g por 5 minutos. Este
procedimiento se repitié varias veces de acuerdo con el nimero de fragmentos. El precipitado obtenido
fue evaluado para viabilidad celular usando azul tripan. Las células fueron cultivadas en medio Mc Coy
5A (Gibco ®) suplementado con 20% de SFB a 37°C con 5% CO2. Las células fueron usadas en pasajes
del 1 al 3 maximo y para los ensayos se usaron células en monocapa con confluencia entre el 70 al
80%. La figura 11 muestra protocolo general del procedimiento para aislar y evaluar la capacidad

oncolitica en cultivos primarios.
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Fig. 11. Procedimiento general para la evaluacién del potencial oncolitico del rotavirus TRUYO
en cultivos primarios obtenidos de fragmentos de tumor de pacientes con cancer de ovario.

Anticuerpos y reactivos

Anticuerpos policlonales primarios(pAbs) contra proteinas humanas: HSP 90U/b (N-17; sc-1055), Hsp70
(K-20; sc-1060), Hsp 60 (N-20; sc-1052), Hsc 70 (K-19-, sc-1059), Hsp 40 (N-19; sc-1801), PDI (E-20;
sc-17222), anti-integrina b1l (L-16; sc-9936), anti-integrina b2 (N-19; sc-6624), anti-integrina b3 (sc-
8626:), anticuerpo secundario conjugado-HRP anti cabra IgGs (sc-2020), anticuerpo secundario
conjugado-HRP anti-conejo IgGs -FITC (sc-2359), anticuerpo secundario conjugado-FITC IgG (sc-
2348), anticuerpo secundario conjugado-PE anti-cabra IgG (sc-3747), anticuerpo secundario conjugado-
PE anti-conejo 1gG-PE (sc-3739) fueron adquiridos a Santa Cruz Biotechnology, Inc (Santa Cruz, CA,
USA). Anticuerpo anti-Vimentina (EPR3776: Alexa Fluor® 594) (ab154207). Histostain-Plus IHC Kit,
(Thermo Fisher Scientific). Proteina A-Agarosa (5 €1:100 ¢l vol/vol; Bio- Rad®, 90-180 ¢m), Click-IT®
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TUNEL Alexa Fluor® (C10247; INVITROGEN), Medio Mc Coy 5A (Gibco®), kit ATACS MTT A
Trevigen, Inc, Human apoptosis antibody array de Abcam® (ab134001; Cambridge, MA).

Propagacion del rotavirus.

La obtencidn del rotavirus TRUYO proveido por el Dr. Carlos Arturo Guerrero fue detallada previamente
(37). EIRV TRUYO fue propagado, purificado usando CsCly cuantificado como fue previamente descrito
(37). La cuantificacién de rotavirus se realizé como esta descrito previamente (226). Un stock de virus
fue preparado para todos los ensayos.

Infeccidn viral de cultivos primarios.

Para evaluar la infeccién en los cultivos primarios, 8 x 106 células obtenidas de pacientes fueron
adheridas a cajas de 12 pozos, lavadas con PBS e inoculadas rotavirus TRUYO MOI de 0,8 previamente
activado con tripsina 1 ug/ml. Luego de esto las células fueron incubadas 1 hora a 37°C con 5% de
CO2. Posteriormente, se lavaron con PBS y se agregé medio Mc Coy 5 A, se incubo por 12 horas a
37°C con 5% de CO. Las células infectadas fueron detectadas mediante inmunocitoquimica. Como

controles se usaron células a las cuales no se les inoculo rotavirus TRUYO.

Ensayo de infeccidn de tejido.

Se evalud la infeccién en tejido sin disgregar, mediante fragmentacion del tejido tumoral en segmentos
de 3mm2 aproximadamente, posterior a esto se colocaron en cajas de Petri estéril y se inyecto con aguja
de insulina en un solo punto 1 x 10® UFF/mI de rotavirus TRUYO. Se agreg6 medio Mc coy 5 A sin SFB.
Se incubo durante 24 horas a 37°C. Para deteccion de antigenos de rotavirus, los segmentos fueron
embebidos en parafina, luego se realizaron cortes histologicos de 0,4 um con micrétomo, posterior a la
deshidratacién con alcohol absoluto al 95%, 80% y 70% se realizé la deteccion siguiendo el mismo

protocolo de inmunohistoquimica.

Inmunohistoquimica.

La evaluacién de la infeccion de los cultivos primarios en el ensayo de bloqueo se realiz6 mediante
inmunohistoquimica (IHC) usando protocolos estandar de fijacion de las células. La presencia de
antigenos virales fue evaluada con sueros hiperinmunes contra RV generados en cabra (dilucién 1:2000
vol./vol.). Como anticuerpo secundario se usé anticuerpo anti-cabra conjugado-HRP (sc-2020). La
reaccion fue revelada usando el kit Histostain-Plus IHC Kit, rabbit. Se siguieron las instrucciones del

fabricante.
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Ensayo de bloqueo

Para evaluar S i |l as prote2nas Hsp9o0, Hs pipah en ldds p 6 0
infeccion del RV TRUYO en estas células, se sembraron 5 x 105 células de cultivos primarios de cinco
pacientes en cajas de 96 pozos, posterior a la adherencia, las células fueron lavadas con PBS y se

afiadio por separado 0,01mg/mly 0,02mg/ml de la porcion F(ab) 2 del anticuerpo contra las proteinas
Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp40, Hsc70, PDI vy b3. Par a
(sc-9936). Se incubo a 4°C durante 45 minutos. Posteriormente se lavé con PBS, se agregdé medio Mc

Coy 5A y se incubo a 4°C por 15 minutos. Luego se inoculo con RV TRUYO MOI de 0,8 y se incubo 45

min a 4°C, se llevé a incubo durante 12 h a 37°C, 5% de CO2. El porcentaje de infeccién fue evaluado
mediante IHC. Como control de negativo se usaron células sin infectar. Para conocer el porcentaje de

células infectadas, las células positivas para el antigeno de RV fueron contadas usando el microscopio

de luz por dos observadores de forma independiente y en ciego. Los calculos fueron realizados respecto

al control de células infectadas y sin bloqueo y se expresaron como el porcentaje de infeccion respecto

al control sin previa incubacién con la porcion F(ab) 2.

Citometria de flujo.

Para evaluar la presencia de antigenos virales y antigenos celulares se realizé citometria de flujo
siguiendo protocolos estdndares. Para caracterizar el fenotipo de las células obtenidas en cultivo
primario, se realizd citometria de flujo y epi-inmunofluorescencia. La cuantificacién fue realizada por
citometria de flujo usando anticuerpos contra CK8/18 conjugado con Alexa fluor 488 (abcam) el cual
define epitelial y vimentina para definir fenotipo mesenquimal usando el anticuerpo anti-Vimentina
conjugado con Alexa Fluor® 594 (ab154207). El porcentaje de células infectadas fue evaluado mediante
deteccién de antigenos de rotavirus en cada cultivo primario posterior a la infeccién. Para esto las
células fueron fijadas y permeabilizadas con metanol puro por 1h. a -20°C. Luego de bloquear con SFB
al 3% se incubaron con sueros hiperinmunes contra proteinas no estructurales y estructurales del RV
generado en cabra (dilucién 1:2000 vol./vol.) durante 1 h. a 37°C. Como anticuerpo secundario se us6
0,04 ug/ul de ab-anti-cabra conjugado con PE (sc-3747) y se incubo 20 minutos a 37°C. Como control
en cada ensayo se usaron células del mismo paciente sin infectar. Para evaluar la permisividad de los
cultivos primarios a la infeccién por el RV TRUYO, evaluamos la presencia de proteinas no estructurales
de RV TRUYO. Para esto después de realizar la infeccion como se indicé arriba, las células fueron
evaluadas para la presencia de las proteinas no estructurales del RV (NSP1 a NSP6) usando sueros
hiperinmunes contra cada proteina no-estructural generados en conejo. Como anticuerpo secundario

se us6 0,04 ug/ul de ab-anti-conejo conjugado con PE (sc-3739).
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Para evaluar | a expresi-n de |l as prote2nas Hsp9oO0,
los cultivos primarios obtenidos de cada paciente, 2 x 106 obtenidas en cultivo primario para cada
paciente fueron fijadas con paraformaldehido sin metanol al 4%, bloqueadas con SFB al 3% en PBS e

incubadas por separado con 0,02 pg/ul de los pAbs anti-cabracontracada prote2néc- HSP

1055), Hsp70 (sc-1060), Hsp 60 (sc-1052), Hsc 70 (sc-1059), Hsp 40 (sc-1801), PDI (sc-17222), anti-
integrina b 1(sc-9936), anti-integrina b 2(sc-6624), anti-integrina b 3(sc-8626:). Como anticuerpo
secundario se us6 0,04 pg/ul de ab anti-cabra conjugado con FITC (sc-2348).

Para evaluar la expresion de fosfatidilserina en la membrana y alteracion en la permeabilidad en los
cultivos primarios obtenidos de pacientes con cancer de ovario e inoculados con RV TRUYO se usoé kit
Apoptosis/necrosis ab176749 (abcam®), se siguieron las instrucciones del fabricante. Como control de

muerte se usaron células expuestas a 100mM de Doxorrubicina por 6 h.

La deteccion de PARP-1 fragmentada se realizé en el mismo grupo de células en las que se hizo el
ensayo de infeccion. Como anticuerpo primario se usd anticuerpo anti- PARP1 fragmentada (ab2317,
Abcam). Como anticuerpo secundario se usé 0,04 ug/ul de anticuerpo anti-conejo-FITC (sc-2359). En
todoslosensayos | as muestras fueron analizadas por uso
® y software FlowJo_V10®.

Epi-inmunofluorescencia.

La presencia de viriones maduros con capacidad infectante fue evaluada mediante epi-
inmunofluorescencia. Para esto los sobrenadantes obtenidos de tres cultivos primarios infectados con
rotavirus TRUYO MOI de 0,8, fueron recolectados 12 h.p.i, luego centrifugados a 600 x g para precipitar
desechos celulares. Posteriormente, fueron diluidos en un factor de 1/2 con medio Mc Coy 5A sin SFB
y se inocularon en un nuevo grupo de células del mismo paciente. El sobrenadante del cultivo primario
de infeccién del paciente 2(p2) fue evaluada en un grupo de células de la linea celular MES-OV. Se
usaron sueros sueros hiperinmunes contra rotavirus generados en conejo (dilucién 1:2000 vol./vol.).
Como ab secundario 0,04 pg/pl de ab-anti-conejo conjugado con PE (sc-3739). Las imagenes fueron
adquiridas en microscopio de fluorescencia Leyca DM 2500 usando el objetivo de 20X y 40X. Como

contratincion de nucle6 se agreg6 3ng/ml de colorante Hoechst 33342.

Obtencién de membranas enriquecidas
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Para esto, el tejido tumoral de ocho muestras de pacientes fue congelado a -20°C en un periodo no
mayor de 3 horas posterior a la extraccion quirargica. Luego el tejido fue cortado en bloques de
aproximadamente 1cm2, descongelado y macerado con ayuda de macerador manual en presencia de
buffer hipotonico (5 mM Hepes, pH 7.4, 50 mM sacarosa). Para la obtencién de las membranas, se
siguio el protocolo descrito por Lin et al 1987 (147).

Ensayo de union

Se evalud si las proteinas Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp40, Hsc70, PDIb1 y b3 de | as
de tumores de pacientes con cancer de ovario se unen al rotavirus TRUYO durante los primeros eventos
de infeccion usando la célula integra 0 membranas enriquecidas. Para células integras, 8 x105 células

fueron adheridas en placas de seis pozos, después de lavar con medio RPMI dos veces, se incubaron

c®Il u

conlisadode RVTRUYO (MOl de 5 act i vado)erwRPMIconrly% BSAifrioaincdbadasy / € |

por 45 min a 4 °C. Después del periodo de incubacién el virus no unido fue removido por lavado con
PBS frio dos veces. Luego el complejo virus-células fue lisado con buffer RIPA pH 8.0 (150mM NacCl,
1,0% NP-40, 0,5% DOC, 0,1% SDS, 50mM Tris) + inhibidor de proteasas (100mM PMSF, 2mM
bestatina, 0,3mM pespstatina A, y 0,3 mM E-64) durante 30 minutos a 37°C. Las células fueron retiradas
de la caja con rastrillo y pasadas a un tubo de 1,5ml a 4 °C. EIl porcentaje de virus unido fue calculado
usando el ensayo de ELISA de captura como previamente fue descrito (227). Para cada ensayo como
control se incubo cada anticuerpo con PBS y en pozo separado se incubo el lisado de célula con PBS.
Los datos fueron expresados el porcentaje de unién teniendo en cuenta el inverso del control negativo.
Adicionalmente, para evaluar unién de estas proteinas celulares al rotavirus TRUYO, se usaron
membranas enriquecidas. Se siguio el mismo protocolo descrito anteriormente, después de haber

obtenido las membranas.

ELISA de captura.

Para evaluar | a presencia de prote2nas Hsp9dsado
obtenido del ensayo de unién se realiz6 el ensayo de ELISA de captura. Se siguié el protocolo
previamente descrito (227). Como anticuerpo de captura de usaron sueros hiperinmunes contra
antigenos de RV generado en cobayo (dilucién 1:1000 vol./vol.), los cuales fueron adheridos a cajas
multipozos de poliestireno durante 16 h. a 4°C. Para la deteccion de las proteinas Hsp90, Hsp70, Hsp60,
Hsp40, Hsc70, PDI bl y b3 se usaron 0,2 Og/ ml
cabra . Como anticuerpos secundar i os -cabm-HRPs(sc-2020). 1E3

ensayo fue revelado utilizando buffer citrato y OPD (o-phenylendiamine dihydrochloride; PIERCE®) y
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H202. La lectura fue realizada en lector de microplacas (Ultramark microplate reader Modelo 8422,
Biorad), a 490nm.

Inmunoprecipitacion

Se uso la técnica de co-inmunoprecipitacién acoplada a western blot para determinar interaccién entre
las proteinas del rotavirus y proteinas celulares de la membrana citoplasmética. Aproximadamente, 1.2
x 106 células del cultivo primario obtenido de 4 pacientes fueron lavadas con PBS e inoculadas con
rotavirus TRUYO MOI de 5 e incubadas durante 45 m a 4°C. El virus no unido fue retirado mediante dos
lavados con PBS. Luego se liso con buffer RIPA + inhibidor de proteasas a 37 °C durante 1h. Ellisado
fue retirado de la caja mediante raspado con rastrillo y por aspiracion con pipeta fue pasado a tubos
eppendorf de 1.5 ml. Se centrifugo a 1000 x g durante 5 minutos y el sobrenadante fue usado para co-
inmunoprecipitacion. Paralelamente al proceso de lisado celular, las perlas de proteina A-Agarosa (5
el 100 ¢l -\Rad®,.90-¥&®0 ) duerdiinoubadas con sueros hiperinmunes dirigidos contra
proteinas estructurales de rotavirus en dilucion de 1:20 + 0.1% de ovoalbumina. Se incubo durante 30
m a temperatura ambiente en agitador tipo vortex a 700 rpm. Luego se centrifugo 3 veces a 1000 x g
por 3 veces con PBS. Posteriormente, las membranas solubilizadas con RIPA se mezclaron con las
perlas A-Agarosa y se incubo 1 h a temperatura ambiente en agitacién. Los complejos unidos fueron
lavados con PBS por 3 veces y precipitados por centrifugacion a 1000 x g. Al precipitado obtenido se le
adiciono buf f e mercaptectamol. Las grotehnés fueron desnaturalizadas por incubacion
de 5 minutos a 100°C en bafo de Maria y analizadas por electroforesis en condiciones denaturantes con
SDS al 10% (SDS-PAGE). Para la deteccién de las proteinas celulares se realizé el ensayo de western
blot.

Western blot

Las muestras obtenidas de la inmunoprecipitacion fueron trasferidas a una membrana de difluoruro de

polivinilo (PVDF) previamente activada con metanol puro por 10 minutos. Para la transferencia se utilizé

buffer CAPS 10 mM; pH 11.5 (4cido 3-(ciclohexilamino)-1-propano sulfénico,10% de metanol vol./vol.)

10 mM y se realizé usando corriente continua de 20 V por 16 horas. La membrana fue blogueada con

leche descremada 5%, se lavé 1 vez con PBS, se agregé 0,02 ug/ul por separado anticuerpos
policlonales contra cada una de las proteinas indicadas (Santa Cruz Biotechnology). La incubacién se

realizd a 4°C en agitacion por 16 h. Después de este paso, las membranas fueron lavadas 3 veces con

PBS y se incubo 1 h a 37AC ccabmacéjudgado canglRPri$anta@uz@nt i c u

Posteriormente, se lavo 5 veces con PBS. La presencia de proteinas fue evidenciada usando como
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sustrato 0.64 mg/ml aminoetilcarbazol (AEC), buffer acetato pH 5.0 y H202 hidrégeno al 0.4%. La
incubacion se realiz6 hasta aparicion de las bandas a temperatura ambiente en agitacion. Como control

se incubd lisado celular con proteina A-agarosa sin anticuerpo contra rotavirus.

Determinacion del efecto citotoxico

Para evaluar la eficacia del RV TUYO en inducir la muerte de células obtenidas de tumor de ovario se

realiz6 el ensayo MTT. Para esto, 12 h.p.i de las células con rotavirus TRUYO MOI de 0,8 se realizo el

ensayo de usando e | kit ATACS MTT Assayso de Trevigen, Il nc
fabricante. La absorbancia fue determinada a 650 nm en lector de microplacas (Ultramark; Modelo 8422,

Biorad). Los datos son expresados en porcentaje con D.E de viabilidad respecto al control sin infectar.

Deteccién de fragmentacién de DNA por el ensayo de TUNEL

Posterior al ensayo de infeccién un grupo de células de cada cultivo celular fueron evaluadas para la
deteccion de fragmentacion de DNA. Para esto se uso6 el kit Click-iT® TUNEL Alexa Flior®. Se
siguieron las instrucciones de acuerdo con el fabricante. Las imagenes fueron adquiridas en microscopio

de fluorescencia Leyca 2500 usando objetivo de 20X.

Arreglo de proteinas de apoptosis.

Cambios en la expresion de moléculas relacionadas con apoptosis fueron exploradas en un cultivo

primario (cédigo 10)1 2 . h. p . i con RV TRUYO mediante el uso del
Abcam® (ab134001). Para esto, las células fueron adheridas en la caja de cultivo T-75, posteriormente

se realizé el ensayo de infeccibn como se indicé anteriormente. 12.h.p.i se retird el sobrenadante y
mediante uso de rastrillo se recuperaron las células. La extraccion de proteinas y el ensayo se realizaron

de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La sefial de quimioluminiscencia fue evaluada con
ChemiDoc MP Imaging System, BioRad®. La intensidad de la sefial de cada membrana fue medida

usando el software Image J® (148). Como control de muerte un grupo de células fueron expuestas a

200uM de cisplatino por 6 horas. Los cambios en la expresion fueron obtenidos de los valores de cada

spot de la membrana tratada con respecto al control (células sin tratamiento).

Analisis estadistico.

Se realizo de la misma forma que se describid para el analisis de la linea celular MES-OV.
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5.1.3 Resultados

Los cultivos primarios de cancer de ovario presentan fenotipo epitelial y mesenquimal. Con el objetivo
de identificar si el rotavirus TRUYO es un virus candidato para tratamiento de cancer de ovario, primero
establecimos cultivos primarios a partir de fragmentos tumorales obtenidos de pacientes con CO. Para
esto, posterior a la firma del consentimiento informado se tomaron fragmentos de tumor de la masa
quirargica extraida de nueve pacientes. Luego el fragmento fue disgregado mediante método enzimatico
con Dispasa | y se obtuvo cultivo primario para cada uno. El 80% de las pacientes que participaron en
el estudio tenian diagndstico de cancer de ovario tipo seroso y el 20 % presentaron diagndstico de tumor
desconocido del ovario. La edad promedio de las pacientes fue de 56.5 afios (35-73 afios) (Tabla 1). Se
obtuvo cultivo primario de las nueve muestras que se disgregaron. Una muestra fue usada para analisis
de infeccion en tejido. Las caracteristicas de las células fueron monitoreadas al microscopio de luz
blanca hasta confluencia del 70 al 80%. En la mayoria de las células obtenidas para cada cultivo
primario se observaron células en agrupaciones en forma de adoquin caracteristicas del cultivo de tejido
ovarico (228) (Fig. 12A, Tabla3). Posteriormente, con el objetivo de conocer las caracteristicas
fenotipicas de las células obtenidas se evalué la expresién de un marcador relacionado con fenotipo
mesenqguimal mediante el uso de anticuerpo contra vimentina y un marcador relacionado con fenotipo
epitelial usando un anticuerpo contra citoqueratina 8/18 (CK8/18) (origen epitelial) (229). Para esto las
células fueron sembradas en laminillas inmediatamente después de la disgregacion enzimatico y se
evaluo la presencia de cada marcador mediante epi-inmunofluorescencia. Con el objetivo de cuantificar
en los cultivos primarios el porcentaje de células con cada fenotipo, las células fueron despegadas
mediante uso de tripsina fijadas e incubadas por separado con anticuerpo primario contra CK8/18 con
jugado con Alexa flior 488 y anticuerpo contra vimentina conjugado con PE. Luego fueron evaluadas
por citometria de flujo. Las células obtenidas de todos los pacientes expresaron tanto vimentina como
CKa8/18 indicando una mezcla poblacional, sin embargo, la mayor poblacion celular obtenida fue la de

tipo epitelial.

La expresion de vimentina se observo entre el 2,9% para el paciente con menor expresion (cédigo 2) y
39% para el de mayor expresion (codigo 5). Mientras el menor porcentaje de células positivas para el
marcador CK8/18 fueron las células obtenidas del paciente con cédigo 6 con un 69,3% y el mayor fue
para las obtenidas del paciente con cAdigo 1 con un 99% (Fig. 12B, Tabla 3). Adicionalmente, los cultivos
primarios fueron caracterizados para la expresion del marcador de proliferacién celular Ki 67 mediante
citometria de flujo. La expresion de ki67 se encontrd entre 7.88 % (codigo 7) y 41.6% (cAdigo 9) Tabla
3. (Anexo 2).
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Tabla 3 Caracteristicas clinicas de las pacientes incluidas en el estudio y caracteristicas
fenotipicas de las células.

item/ EDAD (afios) DX CK 8/18 VIMENTINA  Ki 67 (%)
Cadigo (%) (%)
pl 73 C. SEROSO 55,5 7,6 48,6
p2 60 C. SEROSO 90 32,3 92,3
p3 50 C. SEROSO 96 14,6 334
p4 47 Tumor desconocido del 79 16,8 24,4
ovario
p5 51 C. SEROSO 84 35,7 11,8
p6 66 C. SEROSO 69,3 29,2 15,5
p7 59 C. SEROSO 77,4 17,8 7,88
p8 35 Tumor desconocido del CK7+ Neg ND
ovario
CK20+
p9 60 C. SEROSO 72,4 39 41,6
p10 63 C. SEROSO ND ND ND

ND: No determinado.
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Fig. 12 Expresion de marcadores epiteliales y mesenguimales en cultivos primaries. A.
Imagenes representativas de cultivos primarios. Caracteristicas de células aisladas de fragmentos
tumorales obtenidos de pacientes con cancer de ovario usando método enzimatico. Las células son
observadas por microscopio de luz. Las flechas indican la caracteristica en forma de adoquin del
tejido ovérico. B. Células de los cultivos primarios son cosechadas y fijadas con PFA al 37%,
permeabilizadas con saponina al 0,1%. La presencia de marcadores fue evaluada usando anticuerpos
contra CK8/18 y Vimentina conjugados con Alexa flior 488 y ficoeritrina, respectivamente.

Las células obtenidas de tumor de ovario expresan las proteinas Hsp90, Hsp70, Hsp60, PDI e
i ntegri nas Buchosde bs MO ugados en la clinica presentan un tropismo por las proteinas
de superficie expresadas de forma aberrante en las células tumorales (230). Previamente se ha
reportado que los rotavirus adaptados en lineas celulares tumorales usan las proteinas de choque
térmico, PDI e integrinas durante las primeras fases de infeccion (37). Con el objetivo de conocer si el
CO es candidato para ser evaluado con el rotavirus TRUYO, primero evaluamos si las proteinas Hsp90,
Hsp70, Hsp60, Hsp40, PDleintegr i nas b1, b2 y b3 son expresadas ¢
celular de los cultivos primarios. Las células de cada paciente fueron disgregadas y colocadas a crecer
directamente en laminillas para realizar epi-inmunofluorescencia con el objetivo de evidenciar la
expresion de las proteinas analizadas en células obtenidas directamente del material disgregado (Anexo
7). La cuantificaciéon de la expresion de estas proteinas en células de los cultivos primarios se realiz6

por citometria de flujo. Para los dos ensayos se usaron anticuerpos policlonales contra cada proteina.
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Como control de célula normal se analizo la expresion en células obtenidas de tejido de ovario normal.
Las células obtenidas de los nueve pacientes con diagnéstico de cancer de ovario expresaron todas las
proteinas en la superficie de la membrana. Las proteinas Hsp90, Hsp70, Hsp60 y PDI se expresaron

en promedio en el 20% al 25% de las células de los cultivos primarios obtenidos de los nueve pacientes.

La integrina bl fue | a prote2na de mayor expresi
(719 mi entras que | a i nt etgneriexpesion 8n megnombat0%de tas célalas pana
todos los cultivos. La proteina Hsp40 se expresd en menos del 12% de la poblacién celular en todos

los cultivos. En células obtenidas de ovario normal la expresion de todas las proteinas fue menor al
15% (Fig. 13).
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Fig.13Expresi -n de prote2nas Hsp9O0, Hsp70, Hsp60,
superficie en cultivos primarios de tumor de ovario. Porcentaje de expresion de las proteinas en
cultivos primarios. Los datos son obtenidos por analisis de las células por citometria de flujo. Las células
fueron cosechadas usando tripsina, y luego fijadas con PFA sin etanol al 4% y analizadas para la
expresion de cada proteina usando anticuerpos como se describié en materiales y métodos.

El RV TRUYO infecta los cultivos primarios obtenidos de tumor de ovario. Previamente se ha
mostrado que el rotavirus TRUYO infecta una linea celular de cdncer de ovario que expresa las proteinas

de choque térmico evaluadas en este trabajo (37). Dado que la mayoria de los cultivos primarios

- n

Hs ¢

expresaron |l as prote2nas Hsp9o0, Hsp70, Hs p60, Hsc7

evaluamos si los cultivos primarios de los nueve pacientes (pl a p9) son susceptibles a la infeccién por
el rotavirus TRUYO. Todas las muestras obtenidas de paciente muestran susceptibilidad a la infeccion.

El porcentaje de infeccion se encontrd entre 36% a 80 % 12 h.p.i con MOI de 0.8 (Fig. 14 A). La infeccién
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en cultivo primario obtenido de ovario normal fue del 10%. Para conocer si existen diferencias en la
susceptibilidad a la infeccion de acuerdo con el fenotipo celular evaluamos el porcentaje de infeccion de
acuerdo con la expresion de CK8/ y Vimentina. De las células con fenotipo epitelial (CK8/18+) mas del
50% fueron susceptibles a la infeccién por rotavirus TRUYO (Fig. 14 By 14 C). Las células con fenotipo
mesenquimal presentaron menor infeccion (Fig. 14C). Esto sugiere que las células epiteliales expresan
en mayor porcentaje los receptores del virus, sin embargo, en este trabajo no se dilucido la relacién
entre la expresion de vimentina o CK8/18 y la expresion de cada proteina de choque térmico, PDI ni la
integrina bl. sieBtasrcélulasisert permigivasmaala infeccion, se evalué la presencia de
proteinas no estructurales (NSP1-NSP6) del RV en un cultivo primario (c6digo: p2). El porcentaje de
células positivas para estos antigenos se encontré mayor al 50%. Siendo el menor para NSP3 (53%) y
la mas alta NSP5 (59%) (Fig. 14D). Otro de los aspectos importantes en los VO implica la liberaciéon de
viriones maduros que infecten células vecinas. Con el objetivo de evaluar si las células de tumor ovario
permiten la generacion de viriones maduros, usamos el sobrenadante obtenido de tres cultivos primarios
(cédigos 2, 4y 7) inoculadas con rotavirus TRUYO para evaluar si contenian viriones con capacidad de
infectar nuevas células. Para esto un nuevo grupo de células (5 x105) de los cultivos primarios 2,4y 7
fueron inoculadas con una dilucion 1:2 del sobrenadante de los cultivos 2, 4 y 7 previamente inoculados
con RV TRUYO. Posteriormente fueron evaluados por epi-inmunofluorescencia. Los resultados
muestran que el sobrenadante contiene viriones con capacidad infectante dado que el nuevo grupo de
células inoculadas con este sobrenadante son positivas para los antigenos de RV (Fig. 14E). Para
evaluar si ademas de las células aisladas del tumor de ovario el RV TRUYO puede infectar el tejido
tumoral sin disgregar, se evaluo la presencia de antigenos de RV en fragmentos tumorales de 3mm X
3mm aproximadamente obtenidos de un paciente (codigo: p9) al cual se le inyecto RV TRUYO 1 x 108
UFF/ml previamente activado con tripsina 1 pg/pl. En el corte histolégicos se observaron antigenos de
rotavirus 24.h.p.i, sugiriendo que la matriz extracelular ni las uniones intercelulares interfieren en la
infeccién del rotavirus TRUYO, sin embargo, es necesario realizar ensayos in vivo que demuestren esto.

Adicionalmente en este estudio solo se logré evaluar una muestra (Fig. 14F).
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Fig. 14 Los cultivos primarios obtenidos de tumor de ovario son susceptibles ala infeccion por
RV TRUYO. A. La susceptibilidad de los cultivos primarios a la infeccion por RV TUYO fue evaluada por
citometria de flujo usando sueros hiperinmunes contra antigenos de RV producidos en cabra. Como
anticuerpo secundario se uso anticuerpo IgG anti-cabra conjugado con-PE. pl -p9 indica el Codigo del
paciente en el estudio. pN indica las células obtenidas de un ovario normal. B. Perfil de citometria de
flujo de analisis dual. Se muestra células positivas para CK8/18 y antigenos de rotavirus. Las barras de
errores indican la D.E (n=2). C. Porcentaje de células positivas para CK8/18 y vimentina. En cada grupo
se analiza la positividad para antigenos de RV. D. Perfiles de citometria de flujo de un cultivo primario
(p2) indicando la presencia de proteinas no estructurales de RV. E. Imagenes representativas de
fluorescencia, se muestra ensayo de reinfeccion. Cultivos primarios de tres pacientes fueron inoculadas
con RV TRUYO MOl de 1, luego se recolecto el sobrenadante, se centrifugo y el sobrenadante fue usada
para inocular un grupo de células nuevo. 12 h.p.i se evalué la presencia de antigenos de RV usando
sueros hiperinmunes contra RV. Se muestra la cuantificacién en el diagrama de barras. F. Tejido sin
disgregar evaluado para la infeccién por inoculacion de RV por inyeccion. La presencia de los antigenos
de RV e evalud por IHC.

El RV TRUYO usa las proteinas Hsp90, Hs p 7 0 , Hsp60, Hsc70 vy | a integr
eventos de la infeccién. Para conocer si las proteinas Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp40, Hsc70, PDI
participan durante las primeras etapas de infeccién de rotavirus TRUYO en las células aisladas de
pacientes con cancer de ovario, se realizé bloqueo de cada proteina con anticuerpos. Para esto las
células de cultivos primarios de cinco pacientes fueron pretratadas por separado con sueros

hiperinmunes conteniendo la porcién F(ab)2 de cada anticuerpo, y posteriormente fueron inoculadas
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con rotavirus TRUYO a MOI de 0,08. Los resultados muestran variabilidad en cuanto al porcentaje de
disminucion en la infeccién respecto a cada proteina bloqueada. Se encontraron diferencias estadisticas
(p<0,05) entre el bloqgqueode | as prote2nas Hsp70, (GBDk los chltivos.y El
blogueo de la proteina Hsp90 disminuyé la infeccion en el 80% (4/5) de los cultivos de los cultivos
evaluados (p<0,05) y la proteina Hsc70 en el 60% (3/5) (p<0,05). Como se esperaba el bloqueo de la
proteina Hsp40 no inhibi6 la infeccién en ninguna muestra analizada, indicando que la disminucién en
la infeccién cuando se blogquean las otras proteinas es debido a su bloqueo y no de forma inespecifica
por la presencia de la porcion F(ab)2 en el cultivo, dado que la proteina HSp40 no se expresa en la
mayoria de las células de todos los cultivos primarios. Esto indica que todas las proteinas evaluadas
pueden participar durante las primeras fases de infeccion, sin embargo, las proteinasHs p 7 0, P
b3 podr2zan tener un papel i mportante mayor en
significativo (<0,05) en todos los cultivos primarios de ovario analizados. Esto muestra, heterogeneidad
en cuanto al papel que juegan estas proteinas en la infeccion dado por las diferencias en la disminucion

de la infeccion cuando cada proteina es bloqueada con la porcién Fab™2 (Fig. 15A).

Posteriormente evaluamos mediante ELISA de captura y co-inmunoprecipitacion si el RV se une a estas
proteinas en las membranas citoplasmatica durante la infeccion y de esta forma disminuye la infeccion.
Células a partir de 8 cultivos primarios (p2-p9) mostraron unién heterogénea en porcentaje con todas
las proteinas analizadas (Hsp90, Hsp70, Hsc70, PDI, Hsp60, i nt e g r )ercaptofpdra layprofeida
Hsp40 (Fig. 15B), Este mismo analisis se confirmé usando co-inmunoprecipitacion. Para esto las células
previamente adsorbidas con el RV TRUYO a 4°C fueron lisadas con 1% de tritbn X-100 A 4°C y
precipitados con Proteina A previamente incubada con sueros hiperinmunes contra las proteinas
estructurales de RV. Para las cuatro muestras analizadas no se detectaron las mismas proteinas, por
ejemplo, para el cultivo primario obtenido del paciente con codigo 7 se detect6 sefial para las proteinas
Hsp70, Hsc70 y Hsp60, mientras que el analisis de la muestra del paciente cddigo 2 se detectaron las
proteinas Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsc70, PDI. Ninguna de las cuatro muestras mostré unién de RV con
|l as prote2nash2Hgpsx y bl ni

Luego evaluamos si la unién de estas proteinas se mantenia cuando se evaluaba la uniéon de RV y estas
proteinas usando membranas aisladas de tejido tumoral, sin disgregar. Para esto se usaron membranas
aisladas de tejido tumoral de muestras de 8 pacientes. Como control, la unién fue inhibida mediante uso
de las fracciones F(ab) 2 de los anticuerpos contra cada proteina. En todas las muestras se detectd

unién de todas las proteinas, excepto para la proteina Hsp40. La unién de las proteinas Hsp90, Hsp70,
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Hsp60, Hsc70, PDI, bl y bB3 se encontr- entre el 8 a
el 25% al 35% en |l as ocho muestras analizadas y | a
menor al 25%. El porcentaje de positividad se calculd respecto al control negativo. Los anticuerpos
contra |l as prote2nas Hsp9oO, Hsp70, Hsp60, e integr.i
membranas aisladas de tejidos tumorales de ovario (Fig. 15D). En conjunto estos resultados indican

gue | as proteznas Hsp9oO, Hsp70, Hsp60, Hsc70, PDI
TRUYO durante la fase adhesion, debido a la unién y a que el bloqueo de estas proteinas disminuye la

union y la infeccién. Adicionalmente, sugiere que el RV TRUYO puede unirse a estas proteinas de

acuerdo con su disposicién en la célula dado que, en todas las muestras analizadas, se encontré
heterogeneidad en cuanto a las proteinas unidas al RV. Aunque, nosotros no logramos encontrar una

relacion directa entre el porcentaje de expresion de cada proteina y la disminucién en la infeccion en

ninguno de los cultivos primarios.

92|



Evaluacion del aislamiento Rotaviral TRUY como potencial agente oncolitico en células 2019
tumorales de ovario

A. p2 p3
*

100 — 100 | _[H0,01mg/mL
-5 80{ — ' I0:02mg/mL < 80 [10,02mg/mL
S 60/ & S enik

§ 601
<40 <40
o R
90706040702 % RSO § 07060400_‘_ E(D ‘5
Hsp I-EQ-QQOQ§ —Hsp—'-ce Lo =2
p7 ’ p8
100 =
1eg i 10,01mg/mL 50,01mg/mL
< 80 10,02mg/mL < 80 10,02mg/mL
geoll . Il |
Sa0f |
R |
20/

’ Al B)L B B B ;
90706040 709 03 90706040708 5 RSO 8
—Hsp—%n. 5= He  Hxld o 20D=2

p9
*
x *
100 —E—
| 5 B0,01mg/mL
=80 0,02mg/mL
©60
C
<§40
20 -
90706040709 QT
Hsp Hsc L @e5e

93]



Evaluacion del aislamiento Rotaviral TRUY como potencial agente oncolitico en células 2019
tumorales de ovario

70 p4

% Union

Deteccion §() 70 604070 Q @. a Deteccion 90 70 60 4070 D ‘_ --m botoccion 40

Captura: ac antlrotawrus Captura. ac antlrotawrus Captura: ac antirotavirus

20

Deteccion () 70604070 E E by Deteccion 90 70 60 40 70 O (D. ﬂ Deteccic’!?l 9070604070 5 E 8
o

Captura: ac antirotavirus Captura: ac antlrotawrus Captura: ac antirotavirus

osteceion 90 70 604070 Do (n oeccion 90 70604070 o =2

Captura: ac antirotavirus Captura: ac ant|rotav|rus

94|



Evaluacion del aislamiento Rotaviral TRUY como potencial agente oncolitico en células 2019
tumorales de ovario

p2 Mock

gt
10— et [
Hsero S S .
) e
P

D , 70 p2 70 p3 70 p4
60 60 60
.5 50 .S 50 5 50 -
5 40 S 40 ‘= 40
= 30 = 30(_ M 2 30
20 20 f : H H 32 20
10 1O e bl ] ﬂ 10

Deteccion Q) 70604070 E “5_ 8 Deteccion 90 70604070 D m- m_ Deteccion Q) 70604070 E E_ 8

‘Captura: ac antirotavirus Captura: ac antnrotavnrus Captura: ac antirotavirus
70 . PS 70 p6 70 p7
60
5 50 .5 50
2 =
5 ] 40

Peteccion 90 70604070 O & & °°'**" 9070604070 5 & & pereceion 9070604070 = RSR ]

Captura: ac antirotavirus Captura: ac antirotavirus Captura: ac antirotavirus
70 p8 80
60 70
=
= S Q50
= 40 . il e B
30 : : | D40
°" 20 ' 3R30
| %ﬂ T =0

10
b 10 [
Deteccién 90 70 604070 E 25_ 8 Deteccion 90 70 60 40 0na m_ C"J
o

Captura: ac antlrota\flrus Captura: ac antirotavirus

Fig.15EIRV TRUYO wusa | as prote2nas Hsp90, Hsp70, Hs p6C
los primeros eventos de infeccion. A. Células de cultivos primarios obtenidos de cinco pacientes (p2,

p3, p4, p8 y p9) fueron incubados con la porcién F(ab)2 del anticuerpo contra las proteinas Hsp90,
Hsp70, Hsp60, Hsp40, Hsc70, PDI e integrina bl e i
periodo las células fueron lavadas e incubadas con RPMI 15 min a 37°C. Después de la incubacion las

células fueron inoculadas con rotavirus TRUYO MOI de 0,8 e incubadas durante 45 min a 37°C, lavadas

e incubadas por 12 horas a 37°C, 5% CO.. Luego se evalud la infeccion por inmunohistoquimica como
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se describié en materiales y métodos. B. 8 x 10° células fueron inoculadas con rotavirus TRUYO MOI

de 5 activado con t addprante ASaminlitosa ¢°C,duégo las células fudnoa lsadas

y evaluadas para union usando ELISA de captura. Como anticuerpo de captura se usaron Ssueros
hiperinmunes contra las proteinas estructurales del rotavirus generado en cobayo (dilucion 1:1000).
Como anticuerpos primarios para la deteccion de las proteinas se usaron anticuerpos policlonales,
comerciales generados en cabra (materiales y métodos). C. Co-inmunoprecipitacion. Células de cultivos
primarios obtenidos de 4 pacientes (p2, p3, p5, p7) fueron incubados con rotavirus TRUYO MOI de 5
activado con tripsina 1 eg/ ¢l e incubadas durante
rotavirus-célula fue precipitado usando perlas de Proteina A previamente incubadas con sueros
hiperinmunes contra rotavirus y evaluadas para la presencia de las proteinas Hsp90, Hsp70, Hsp60,
Hsp40, Hsc70, PDI e integrina bl mediante western
de ocho pacientes (p2 -p9) fueron obtenidas y tratadas como en B, la deteccion de las proteinas fue
evaluada usando ELISA de captura. Las barras indican la D.E de dos independientes por triplicado.

Lainfeccion de los cultivos primarios con RV TRUYO induce sefiales de muerte. En células Caco-
2, HT-29 MA104, se ha reportado que diferentes especies silvestres de rotavirus inducen muerte por
apoptosis y necrosis (97, 231, 232). Para determinar si el rotavirus TRUYO induce muerte en células
aisladas se evalu6 cambios en la actividad metabdlica como medida de la viabilidad celular en los
cultivos primarios obtenidos de cada paciente inoculados con rotavirus TRUYO en MOI 0,8. Se encontrd
disminucion en la viabilidad demostrado por cambios en la actividad metabdlica entre el 30 a 60%
12.h.p.i (Fig. 16A). También se detectd alteracién en la permeabilidad (4% al 38% de células/cultivo)
como también aumento en la expresion de PS en la superficie de células en tres cultivos (cédigos 3, 8
y 9) 78%, 88% y 96%, respectivamente (Fig. 16B). Uno de los eventos relacionados con muerte celular
es el clivaje de PARP1 (159, 160). La evaluacion de PARP1 fragmentada en cinco cultivos primarios
infectados con rotavirus TRUYO mostré que entre el 20 a 60% de las células expresan este antigeno.
Los cinco cultivos primarios evaluados presentan células positivas para antigenos de rotavirus y PARP
fragmentada (Fig. 16C). La fragmentacion de DNA fue evaluada en dos cultivos primarios inoculados
con RV TRUYO. Se encontré que el 40% (cbdigo 4) y 70% (cbdigo 3) de las células son positivas para
TUNEL (Fig. 15D). En estas mismas células se evalud la presencia de antigenos de rotavirus y se
encontré que las células positivas para infeccién con RV TRUYO también presentaban positividad para
TUNEL. Esto sugiere que el RV TRUYO induce un programa de muerte que lleva a fragmentacion de
DNA 12 h.p.i (Fig. 16D). Dado que estos resultados sugieren un programa de muerte relacionado con
apoptosis. Evaluamos cambios en la expresion de 44 proteinas relacionadas con muerte por apoptosis.
Para esto usamos células en cultivo primario (c6digo10) en primer pasaje y se inocularon con Rotavirus
TRUYO. Se encontr6 regulacién positiva de proteinas relacionadas con apoptosis. Las proteinas que
presentaron mayor regulacién positiva respecto al control sin infectar fueron la caspasa 3 (42%), Hsp

60(80%), Hsp27 (30%). (Fig. 16E). También se encontrd regulacién negativa de genes relacionados
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con supervivencia, entre ellos IGFBP6 (58%), Livin (40%), XIAP (20%) y relacionados con muerte celular
por via externa TRAIL 2 (40%), TRAIL (35%), TRAIL 4(10%) (Fig. 5F). Estos resultados indican que el
rotavirus TRUYO induce muerte relacionada con fragmentacion de DNA.
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Fig. 16 La muerte celular inducida por el rotavirus TRUYO en cultivos primarios de cancer de
ovario esta relacionada con apoptosis. Los cultivos primarios de indicados en cada ensayo fueron
inoculados con rotavirus TRUYO MOI de 0,8 e incubados 12h a 37 °C, 5% CO, A. Ensayo de MTT 12
h.p.i en siete cultivos primarios. B. Perfiles de citometria de flujo de cultivos tres primarios (p3, p8 y p9)
donde se evalué la expresion de fosfatidilserina y permeabilidad de la membrana 12 h.p.i. Perfiles de
citometria de flujo donde se muestra la presencia de PARP-1 fragmentada y antigenos de rotavirus en
cultivos primarios 12 h.p.i. D. La fragmentacién del DNA fue evaluada mediante el Ensayo de TUNEL
en dos cultivos primarios (p3 y p4). Cambios en la expresion de proteinas relacionadas con muerte
celular por apoptosis fue evaluada mediant e e | u sHomad a&pbptosisi antibody array AbcamE 0 .
Se muestra en E. proteinas reguladas negativamente y en F proteinas reguladas positivamente

5.1.4 Discusion.
Los principales problemas para el tratamiento del cancer de ovario incluyen el diagnostico en etapas
avanzadas y la resistencia a los tratamientos basados en platinos (233). los tratamientos La terapia viral
oncolitica es una clase de terapia contra el cancer que ha ganado importancia en los dltimos afios,

debido no solo a la capacidad litica que tienen los virus oncoliticos (VO), sino también a su capacidad
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de inmunomodular el microambiente tumoral (14). Previamente hemos mostrado que rotavirus
adaptados por evolucion dirigida en lineas celulares podrian ser usados como virus oncoliticos. El uso
de estos rotavirus para el tratamiento de cancer es atractivo debido a que no se integran en el genoma
de la célula huésped (234) y usa amplia gama de receptores para su entrada (234). Nosotros
encontramos que el rotavirus TRUYO infecta células obtenidas de tumor maligno de ovario e induce
cambios en la expresion de proteinas relacionadas con muerte celular, estos resultados preliminares en
la caracterizacion del rotavirus TRUYO nos permite avanzar en el desarrollo de este virus como agente

oncolitico.

Dado que las células obtenidas directamente del tumor presentan mayor heterogeneidad en términos
de tipo de celular y de proteinas expresadas en la membrana citoplasmatica (235, 236), comparado con
linea celular, el modelo usado aqui para evaluar el potencial oncolitico del rotavirus TRUYO nos permite
caracterizar el comportamiento de este virus de manera mas cercana al componente celular del tumor.
La expresion de proteinas de choque térmico de forma aberrante en la célula tumoral ha sido
caracterizada en diferentes tipos de tumor (216). En este estudio mostramos que los cultivos primarios
obtenidos de tumores de ovario expresan cuatro proteinas de choque térmico (Hsp90, Hsp70, Hsc70 y
Hsp60), las cuales pueden ser usadas como receptores para el rotavirus, sugiriendo que este virus es
candidato para ser usado en el tratamiento de cancer de ovario. En células infectadas con antigenos
de rotavirus encontramos expresion de la proteina PARP-1 fragmentada indicando activacion de un
programa de muerte celular, que junto con la regulacion positiva encontrada de proteinas relacionadas
con apoptosis (Fig. 5) refuerza la idea de usar el rotavirus TRUYO como un agente oncolitico. Sin
embargo, es necesario ampliar su caracterizacién con ensayos en modelo animal que permitan evaluar

su eficacia y seguridad.

El CO es caracterizado por ser una enfermedad heterogénea en cuanto a las caracteristicas histoldgicas
de sus subtipos (203). Se cree que el 90% de los CO diagnosticados son de origen epitelial (236). En
este estudio la evaluacion del fenotipo de las células obtenidas en los cultivos primarios mostré mayor
recuperacion de células de tipo epitelial. Adicionalmente, el rotavirus TRUYO parece infectar en mayor
proporcion estas células. En el presente estudio no se estudid la relacion entre la presencia de las
proteinas usadas como receptoras por el rotavirus TRUYO y la expresion de citoqueratina o vimentina,
sin embargo, el analisis de los marcador epitelial y antigenos de rotavirus de forma simultanea nos
permite especular que la célula epitelial expresa o por lo menos en mayor cantidad las proteinas de

choque térmico (Hsp90, Hsp70, Hsc70, Hsp60), la proteina PDI.
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No encontramos relacion entre el porcentaje de células que expresan las diferentes proteinas analizadas
aqui con el porcentaje de infeccion, pero la disminuciéon en la infeccion cuando estas proteinas son
blogueadas y la unién encontrada entre rotavirus TRUYO vy las proteinas Hsp90, Hsp70, Hsc70, Hsp60,
PDI e inlteygrinamebdi ant e e nisnauyoprecipi@cior hos Eeniteyconcluwr que
el rotavirus TRUYO usa estas proteinas para su entrada en las células de los cultivos primarios obtenidos
de tumor de ovario. También sugiere, que el rotavirus TRUYO puede usar estas proteinas de forma
alternativa y que no es necesario que se encuentren en la membrana citoplasmatica todas las proteinas
analizadas en este estudio, dado que se encontrd6 heterogeneidad en cuanto a la participacion
(significancia p<0,05) de las proteinas en el ensayo de infeccion en los diferentes cultivos primarios.
Esto es apoyado ademas por el hecho que en todos los cultivos primarios se encontrdé union de las
prote2znas Hsp9o0, Hsp70, Hsc70, Hsp60, P D lrimagiossent e g r
encontré heterogeneidad en cuanto al porcentaje de células positivas para estas proteinas. Por ejemplo,
cuando se bloqueé la proteina Hsp90 disminuyo la infeccién (p>0,05) usando cultivos primarios de los
codigos p3, p4, p8 y p9 y disminuyo la unién a rotavirus usando membranas enriquecidas, sin embargo,
la expresion de esta proteina solo fue alta en el cultivo primario p8 (62%). Asi mismo la proteina Hsp70,
mostrd significancia (p>0,05) en la disminucion de la infeccion cuando esta es bloqueada usando los
mismos cultivos primarios, pero al contrario que la proteina Hsp90, la expresion de esta proteina se
encontré entre el 20% al 58% en todos los cultivos excepto en el cédigo p4. Lo cual sugiere que el
mecanismo de entrada requiere la presencia de estas proteinas, pero no todas de manera simultanea y

es posible que estas proteinas participen en un mismo mecanismo que permite la entrada de este virus.

5.2.4 Conclusioén.

Los resultados encontrados en este estudio refuerzan la hipétesis de la formacion de clusteres
funcionales de algunas de estas proteinas, teniendo en cuenta su participacion en la infeccion en loe
ensayos de bloque y de union junto con los de expresidn heterogénea en estas proteinas en la
membrana celular. Esto es acorde con lo que hemos encontrado previamente en lineas celulares y lo
hallado por otros grupos usando otros modelos de infeccién. Adicionalmente, se muestra el potencial
oncolitico del rotavirus TRUYO dado que todos los cultivos primarios obtenidos de tumor fueron

infectados en mayor porcentaje comparado con el obtenido de un ovario normal.
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6. CONCLUSIONES.

En el presente trabajo se evaluo el potencial oncolitico del rotavirus TRUYO, el cual habia sido generado
por evolucion dirigida.

1. Durante la evolucion dirigida el rotavirus TRUYO conservo mayor relacién con los rotavirus
bovino y simio, dado por su mayor relacion filogenética con rotavirus UK y RRV.

2. Mediante analisis de antigenos estructurales y no estructurales en células inoculadas con
rotavirus TRUYO, se mostré que las células de ovario, tanto linea celular como cultivos primarios
obtenidas de pacientes de ovario e infectados maximo en el pase 3 son susceptibles y permisivas
a la infeccion por este virus

3. Las células de tumor de ovario se expresan las proteinas de choque térmico, PDI e integrinas en
balsas lipidicas.

4. Mediante experimentos de bloqueo y de unién se mostro el papel que tienen las proteinas Hsp90,
Hsp70, Hsp60, Hsc70, laproteinaP DI y | as integrinas bly b3
infeccion del rotavirus TRUYO en células de tumor de ovario. El uso de las proteinas Hsp90,
Hsp70, Hsp60, Hsc70, | a prote2zna PDI vy | as i
de la concentracion de proteina expresada, en términos de proteina evaluada de forma individual.

5. Elrotavirus TRUYO en MOI de 0,8 y 1 induce la activacion de vias de sefalizacion relacionadas
con muerte celular por apoptosis 12h.p.i.

6. La via de entrada del rotavirus TRUYO involucra la endocitosis, probablemente mediada por

macropinosoma.
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Fig. 17 Propuestas para el mecanismo de entrada del rotavirus TRUYO
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7. RECOMENDACIONES.

Es necesario seguir avanzando en la caracterizacion de este virus como VO, por lo tanto, se sugiere
realizar experimentos in vivo en modelos que validen el tumor de ovario. Asi como también es necesario
conocer cuél es el mecanismo de entrada del rotavirus TRUYO, ya que estas proteinas participan de
forma heterogénea durante la entrada. En el presente trabajo se sugiere que estas proteinas comparten

una caracteristica funcional o estructural, o que estas proteinas presentan modificaciones
postraduccionales que hacen que el rotavirus TRUYO se una a ellas, una vez se da la unién debe
presentarse un mecanismo que permita su internalizacion. Esto es basado en que es necesario que las
prote2znas Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsc70, P Dra,celularl vy
(determinado por el experimento de bloqueo), pero independiente del porcentaje de expresion de las
prote2nas Hsp90, Hsp70, dhopchltvospritarog, € rotavitus TRUYDtEkEney b 3
la capacidad de entrar. Adicionalmente, no se logré establecer una correlacion directa entre el porcentaje

de expresion de ninguna de las proteinas celulares y el porcentaje de infeccion.

Por otro lado, es importante seguir evaluando la via de endocitosis mediada por macropinosoma y
evaluar tiempos mayores a 80 minutos para determinar que proteinas colocalizan con este virus en las

vesiculas endociticas y si este es el Unico mecanismo de entrada.

Dado que en los Ultimos afios la TVO ha mostrado ser importante en la inmunomodulaciéon del
microambiente tumoral, es importante evaluar marcadores de muerte celular inmunogénica durante la

muerte de las células. Esto con el animo de mostrar mayor evidencia de este virus como VO.
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8. PRODUCTOS ASOCIADOS A LA TESIS.

Dentro del marco del trabajo se realiz6 una pasantia relacionada con el desarrollo de virus oncoliticos
y se asistieron a eventos cientificos para divulgacion.

8.1 CAPACITACION.

Pasantia internacional en el instituto oncolégico catalan (ICO), Barcelona, Espafia en donde se
desarroll6 trabajo relacionados con virus oncoliticos con el Dr. Ramon Alemany Bonastre.
U Insercién de transposones en el genoma de Adenovirus oncoliticos.

U Generacion de una toxina activable por metaloproteasas.

8.2 ASISTENCIA A CONGRESOS.

Internacional
U 1l International Conference on Cancer Research and Targeted Therapy (CRT2017), MIAMI, USA.

26-28 de septiembre de 2017

Nacionales
0 VIl Simposio Nacional de Virologia y Il congreso Latinoamericano de virologia. Nov 30- Dic 2 de

2017.
U Primer Simposio de Investigacion de Posgrados en Biotecnologia UN, Bogota- 17 al 19 de octubre
2017.

8.3 MANUSCRITO ACEPTADO

"ISOLATION AND PHENOTYPIC CHARACTERIZATION OF TUMOR CELLS OF PATIENTS WITH
DIAGNOSIS OF OVARIAN CANCER" by Gutiérrez-Castafieda Luz Dary; Tovar José David; Quintero
Barriga Gloria Cristina; Amezquita Castro Karen Lorena; Guerrero Fonseca Carlos; Sanabria Daniel.
Revista: Journal of Cellular Physiology
Factor de Impacto:4.522. Cuartil: Q2

8.4 MANUSCRITOS SOMETIDOS

U Actividad oncolitica detotavirus TRUYO en células MESV de cancer de ovario.
Fase: Correccién de estilBevista devirus (Viruses)

U Actividad oncolitica del rotavirus TRUYO en células en cultivos primarios obtenidos de muestras
tumorales de pacientes cofincer de ovarid. Revistaoncologiaclinica)
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9. APORTES AL GRUPO

U Mediante analisis de antigenos estructurales y no estructurales en células inoculadas
con rotavirus TRUYO, se mostr6 que las células de ovario, tanto linea celular como
cultivos primarios obtenidas de pacientes de ovario e infectados maximo en el pase 3
son susceptibles y permisivas a la infeccién por este virus.

U Las células de tumor de ovario se expresan las proteinas de choque térmico, PDI e
integrinas en balsas lipidicas.

U0 Mediante experimentos de bloqueo y de unién se mostré el papel que tienen las
prote2nas Hsp9o0, Hsp70, Hsp60, Hsc70, la pro
los primeros eventos de la infeccion del rotavirus TRUYO en células de tumor de ovario.

0 Eluso de las proteinas Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsc70, la proteina PDI y las integrinas
bly b3 durante | a entrada es independiente d
en términos de proteina evaluada de forma individual.

0 Elrotavirus TRUYO en MOI de 0,8 y 1 induce la activacién de vias de sefalizacion
relacionadas con muerte celular por apoptosis 12h.p.i.

U Lavia de entrada del rotavirus TRUYO involucra la endocitosis, probablemente
mediada por macropinosoma.

U Durante la evolucion dirigida el rotavirus TRUYO conservo mayor relacién con los
rotavirus bovinos y simio, dado por su mayor relacion filogenética con rotavirus UK y
RRV.
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10. APORTES AL CONOCIMIENTO

U Se muestra que un virus con capacidad de entrar, replicarse, ensamblarse y liberarse en
células tumorales obtenidas de pacientes con cancer de ovario , el cual debe seguirse
evaluando en ensayos no-clinicos.

0 Se muestra que | as prote2nas Hsp9o0, Hsp70, Hsc 7
membrana de células de cancer de ovario.

0 Se muestra que las proteinas Hsp90 , Hsp 70, Hsc70, Hspédenest®# DI i nt e
formando complejos en las balsas lipidicas de la membrana citoplasmatica en la linea celular
MES-OV.

0O La fibalsa |lip2dicaodo es ésteRdacooltioot al en | a entrad:;

U Posible mecanismo de entrada del rotavirus adaptado (TRUYO) en células MES-OV es por ruta
endocitica mediada por rab5 y macropinosoma.
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11. HIPOTESIS PARA TRABAJOS FUTUROS

El rotavirus oncolitico requiere de proteinas receptoras que cumplan las siguientes funciones:

U Uniones primarias: glicosilaciones
U Cambios conformacionales (que permitan iniciar en desensamblaje del virus e interacciones
con proteinas celulares)
0 AChaperoneod (estabil isdafdrmacionales) r us en | os cambi
U0 Generar sefales intracelulares que permitan la endocitosis.
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Anexo 1 Andlisis de la secuencia de rotavirus TRUYO

Anexo 1. Anédlisis de la secuencia de rotavirus TRUYO. A. Se muestra los resultados arrojados por
la base de datos VirusTAP. B. Los 33 contigs arrojados por la base de datos VirusTAP fueron
analizados por alineamiento multiple usando las secuencias de cada segmento reportado en la base

de datos ncbi para las especies usados en la adaptacion del rotavirus TRUYO. Se muestra un ejemplo
de los segmentos codificantes para NSP1 y NSP3.
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