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RESUMEN

Titulo
Analisis de la infeccién del rotavirus WT1-5 en células tumorales sometidas a
estrés oxidativo.

Introduccion

El estrés oxidativo es una situacidbn bioquimica que se caracteriza por el
desequilibrio entre los radicales libres, principalmente las especies reactivas de
oxigeno (ROS), especies reactivas de nitrdgeno, y los mecanismos de defensa
antioxidantes. ROS ejercen un papel dual en los sistemas biolégicos y en el
desarrollo de enfermedades.

Antecedentes de Laboratorio

En trabajos previos hemos reportado que la infeccion por rotavirus en lineas
celulares y en condiciones in vivo en animales y pacientes humanos es inhibida
por la terapia anti-oxidante. Especificamente, que la infecciébn de rotavirus
aumenta NFKB, y al inhibirla con reactivos se disminuye la infeccion de rotavirus.
Igualmente, al adicionar agonistas de PPARgamma (factor de transcripcion
inhibidor de NFkB) se disminuye la infeccion de rotavirus.

Pregunta de investigacion
En este trabajo se pretende conocer si el rotavirus se beneficia del estrés oxidativo
y probablemente lo induce durante el proceso infeccioso en células tumorales.

Métodos

Para esto, se llevaron a cabo ensayos sometiendo células tumorales MCF-7 y
REH en condiciones de estrés oxidativo, utilizando farmacos inductores de
especies reactivas de oxigeno (ROS) (cisplatino 20 uM, doxorrubicina 50 nM,
perdxido de hidrogeno 12,5 uM, acido valpréico 10 mM, DHA 50 uM, losartan 100
UM, melatonina 100 nM, metronidazol 1500 uM y nitrofurantoina 200 nM), teniendo
en cuenta la citotoxicidad evaluada mediante la técnica de MTT y Azul deTripan.
Las células fueron infectadas con el rotavirus, posteriormente se adiciond el
farmaco y las células se cosecharon a las 12 horas post infeccion (h.p.i.). La
infeccion se evalu6 mediante técnicas de inmunocitoquimica, ELISA de captura e
Inmunofluorescencia. Igualmente se analiz6 marcadores de muerte celular
mediante Inmunofluorescencia y Citometria de flujo; la permeabilidad de la
membrana mitocondrial y citoplasmatica mediante Resazurina y 7AAD. La
degradacion del DNA se evalu6 con la técnica de TUNEL.

Resultados

Los resultados de este trabajo indican que la infeccion viral por el rotavirus
oncolitico WT1-5 genera ROS y estos se aumentan cuando se aplican los
farmacos. El incremento de ROS se correlaciona con un aumento en la produccion
de virus a partir de las 4 - 6 h.p.i., hasta las 12 h.p.i., respecto a cuando se infecta
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y no se aplican farmacos. Igualmente, se altera la permeabilidad de la membrana
celular y mitocondrial, ocasiona dafio en el DNA y aumento de marcadores de
muerte celular. Adicionalmente, el farmaco losartan altera la expresion de la matriz
extracelular y facilita la infeccion en lineas tumorales con abundante matriz como
en células de melanoma humano A375 y SK-MEL.

Conclusion

La infeccion viral por rotavirus oncolitico, se encuentra asociado a procesos oxido-
reductores. Los resultados originales de este trabajo implican que inducir ROS en
células tumorales infectadas por rotavirus aumenta el numero de viriones, el
porcentaje de células infectadas y la muerte celular por rotavirus oncolitico. Esto
no se conocia ni est4 reportado para rotavirus en células tumorales. Este
conocimiento original contribuye a nivel internacional, e indica que el rotavirus
oncolitico se puede utilizar en combinacion con la radioterapia o la quimioterapia,
ya que los dos tratamientos convencionales son inductores de estrés oxidativo
intracelular.



ABSTRACT

Title

Analysis of WT1-5 rotavirus infection in tumor cells subjected to oxidative stress.
Introduction

Oxidative stress is a biochemical situation that is characterized by the imbalance between
free radicals, mainly reactive oxygen species (ROS), reactive nitrogen species, and
antioxidant defense mechanisms. ROS exert a dual role in biological systems and in the
development of diseases.

Laboratory Background

In previous studies we have reported that rotavirus infection in cell lines and in vivo
conditions in animals and human patients is inhibited by anti-oxidant therapy. Specifically,
rotavirus infection increases NFkB, and inhibiting it with reagents decreases rotavirus
infection. Likewise, by adding PPARgamma agonists (NFkB inhibitory transcription factor),
rotavirus infection is decreased.

Research question

In this work we try to know if the rotavirus benefits from oxidative stress and probably
induces it during the infectious process in tumor cells.

Methods

For this, tests were carried out by submitting tumor cells MCF-7 and REH under conditions
of oxidative stress, using drugs inducing reactive oxygen species (ROS) (20 uM cisplatin,
50 nM doxorubicin, 12.5 yM hydrogen peroxide, 10 mM valpréico acid, 50 uM DHA, 100
UM losartan, 100 nM melatonin, 1500 uM metronidazole and 200 nM nitrofurantoin), taking
into account the cytotoxicity assessed by the MTT technique and Trypan Blue. The cells
were infected with the rotavirus, later the drug was added and the cells were harvested at
12 hours post infection (h.p.i.). The infection was evaluated by immunocytochemistry,
capture ELISA and immunofluorescence techniques. Likewise, markers of cell death were
analyzed by means of immunofluorescence and flow cytometry; the permeability of the
mitochondrial and cytoplasmic membrane through Resazurina and 7AAD. DNA
degradation was evaluated with the TUNEL technique.

Results

The results of this work indicate that viral infection with WT1-5 oncolytic rotavirus
generates ROS and these are increased when the drugs are applied. The increase in ROS
correlates with an increase in virus production from 4 - 6 h.p.i., up to 12 h.p.i., compared to
when it is infected and drugs are not applied. Likewise, the permeability of the cellular and
mitochondrial membrane is altered, causing DNA damage and increased cell death
markers. In addition, the drug losartan alters the expression of the extracellular matrix and
facilitates infection in tumor lines with abundant matrix as in human melanoma cells A375
and SK-MEL.

Conclusion

Viral infection with oncolytic rotavirus is associated with oxidoreducing processes. The
original results of this work imply that inducing ROS in tumor cells infected with rotavirus
increases the number of virions, the percentage of infected cells and cell death by
oncolytic rotavirus. This was not known or reported for rotavirus in tumor cells. This
original knowledge contributes internationally, and indicates that oncolytic rotavirus can be
used in combination with radiotherapy or chemotherapy, since the two conventional
treatments are inducers of intracellular oxidative stress.
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1. ANTECEDENTES DE LABORATORIO

Varios estudios han demostrado que la infeccion viral altera el equilibrio Redox en
la célula y la progresion de enfermedades inducidas por virus [1]. Se ha informado
del estrés oxidativo inducido por virus durante infecciones por VIH [2], el virus
sincitial respiratorio (VSR) [3,] virus de la influenza [4] y el VHB [5].Se ha reportado
que la infeccion por rotavirus fue capaz de inducir un aumento del mRNA de la
sintasa de 6xido nitrico inducible (iNOS) en el ileon murino y la expresion de INOS
también en ileon murino tras la exposicion a NSP4 [6]. En nifios con infeccion
aguda por rotavirus estimula la produccion de NO [7]. Se ha demostrado que la
induccion de la sobreexpresion de MnSOD se producen como consecuencia de
una mayor produccion de ROS a través de una via que implica citoquinas
inflamatorias tales como factor de necrosis tumoral a (TNF-a) o IL-1 [8] y la
activacion del factor NF-kappa B por ROS [9]. En nuestro laboratorio hemos
encontrado que la infeccién por rotavirus de lineas celulares y en condiciones in
vivo en animales y pacientes humanos es inhibida por la terapia anti-oxidante.
Especificamente, que la infeccidon de rotavirus aumenta NFkB, y al inhibirla con
reactivos se disminuye la infeccién de rotavirus. Igualmente, al adicionar agonistas
de PPARgamma (factor de transcripcion inhibidor de NFkB) se disminuye la
infeccion de rotavirus. En otro estudio de nuestro laboratorio se encontré que en
enterocitos de ratén infectados con el rotavirus ECwt se produce incremento de
ROS [10,11]. Estos resultados animaron la investigacion para clarificar si el estrés
oxidativo contribuye positivamente al proceso infeccioso del rotavirus.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el laboratorio de Biologia Molecular de Virus de la Universidad Nacional de
Colombia, sede Bogota, hemos encontrado que la infeccion por rotavirus tanto en
lineas celulares como en condiciones in vivo usando animales o en pacientes
humanos, se inhibe la infeccion cuando se aplican farmacos anti-oxidante [10].
Esto, nos ha permitido elaborar la hipotesis de trabajo: la infeccién rotaviral se
encuentra asociada a procesos proinflamatorios y ambientes oxido-reductores. Por
lo tanto, al inhibir vias proinflamatorias o administrar farmacos antioxidantes se
disminuye la infeccion. Especificamente, el rotavirus ensamblado como virién en
forma de TLP requiere de mecanismos reductores para modificar la estructura de
sus proteinas de la capside externa (VP4 y VP7) y poder establecer contacto con
las moléculas receptoras de la célula e internalizarse. Al contrario, cuando el
rotavirus esta en proceso de ensamblarse dentro de la célula para formar el virion,
requiere de mecanismos oxidativos para establecer los puentes disulfuro en las
proteinas de la capside, necesarios para su estabilidad. Creemos que el rotavirus
se beneficia y probablemente induce un estrés oxidativo en la célula durante el
proceso infeccioso.

Por esta razon, estamos interesados en determinar si al someter a la célula
tumoral en condiciones de estrés oxidativo, utilizando reactivos que lo inducen, se
favorece el proceso infeccioso del rotavirus en la célula. Esto se veria reflejado en
un aumento en el numero de viriones y del porcentaje de células infectadas y es



importante porque indica que el rotavirus oncolitico puede ser utilizado en
combinacion con la radioterapia o la quimioterapia, ya que los dos tratamientos
convencionales son inductores de estrés oxidativo intracelular.

3. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Las células con estrés oxidativo se infectan mejor con el rotavirus WT1-5 vy
producen mas viriones que las células sin estrés oxidativo?

4.  JUSTIFICACION

El estrés oxidativo es una situacion bioquimica que se caracteriza por el
desequilibrio entre los radicales libres, principalmente las especies reactivas del
oxigeno (ROS) y de nitrégeno, y los mecanismos de defensa antioxidantes.

ROS ejercen un papel dual en los sistemas biologicos y en el desarrollo de
enfermedades, por un lado, a concentraciones bajas las ROS tienen una funcién
fisiologica participando en la respuesta a agresiones externas, como por ejemplo
en infecciones, e interviniendo en algunas vias de sefalizacion celular. Por otro
lado, a concentraciones elevadas las ROS pueden interaccionar con
macromoléculas celulares como los lipidos de membrana, las proteinas y el DNA,
ocasionando un dafio oxidativo irreversible y alterando las funciones vitales de la
célula.

Varios estudios han demostrado que los tratamientos de quimioterapia y
radioterapia elevan los niveles de estrés oxidativo y especies reactivas de oxigeno
(ROS) en los pacientes que la reciben contribuyendo a la toxicidad y a la eficacia
de los tratamientos contra el cancer. En nuestro laboratorio hemos encontrado que
en enterocitos de raton infectados con el rotavirus ECwt se produce incremento de
ROS y que la terapia antioxidante inhibe la infecciébn por rotavirus en lineas
celulares, in vivo usando animales o tratando pacientes humanos [10,11]. Esto nos
lleva a suponer que el rotavirus puede beneficiarse de un ambiente oxidativo, por
esta raz6n deseamos realizar experimentos para corroborar si un ambiente
oxidativo intracelular, al aplicar reactivos que aumentan o inducen estrés oxidativo,
beneficia el proceso infeccioso del rotavirus. Conocer esto es importante puesto
gue nuestro laboratorio esta interesado en utilizar el rotavirus como virus oncolitico
y es importante determinar si el rotavirus se puede utilizar en combinacién con la
radioterapia o la quimioterapia, puesto que los dos tratamientos convencionales
son inductores de estrés oxidativo intracelular.
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5. OBJETIVO GENERAL

Analizar la infeccion del rotavirus WT1-5 en células tumorales sometidas a estrés
oxidativo.

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar la expresion de ROS en células sometidas a estrés oxidativo
con peroxido de hidrogeno (H20:2), cisplatino, doxorrubicina, acido
valpréico, &cido docosahexaenoico (DHA), losartan, melatonina,

metronidazol y nitrofurantoina.
2. Analizar la infeccion del rotavirus WT1-5 en células con actividad

aumentada de ROS inducido mediante estrés oxidativo.
3. Analizar sefales relacionadas con muerte celular en células sometidas

a estrés oxidativo e infectadas.
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6. MARCO TEORICO
ESTADO DEL ARTE
Rotavirus

Los rotavirus son la principal causa de diarrea deshidratante en nifios menores de
5 afios de edad en todo el mundo. La Organizacion Mundial de la Salud indica que
ocurren mas de 25 millones de visitas ambulatorias y 2 millones hospitalizaciones
atribuibles a infecciones por rotavirus cada afio [1]. Se estima que ocurrid una
mortalidad infantil por rotavirus en el 2008 de 453000 en todo el mundo [12].
Pertenecen a la familia Reoviridae, el cual no esta envuelto, es icosahédrico y
presenta 11 segmentos de RNA de doble cadena. Tiene seis proteinas
estructurales las cuales conforman tres capas concéntricas. La capa interna, el
nucleo y los alrededores del genoma del virus presentan la proteina VP2, la RNA
polimerasa dependiente de RNA VP1 y VP3 (una gualiniimetil transferasa y
metilasa). La capa intermedia estd constituida de VP6, la mayor proteina
estructural. La capa externa esta compuesta por VP7 la cual coexiste con la
proteina VP4. Para que el virus tenga la capacidad de infectar la proteina VP4
debe ser clivada en el lumen intestinal por la enzima tripsina, la cual tras su
actividad genera los fragmentos VP5 y VP8 los cuales se unen a ciertos
receptores celulares (Angel et al., 2007).

Los rotavirus estan clasificados en grupos del A al E y subgrupos con base en su
especificidad antigénica a la mayor proteina estructural viral, la VP6. Los rotavirus
del grupo A son los mas comunes asociados a enfermedades humanas. Los
rotavirus se clasifican en serotipos teniendo como referencia el reconocimiento por
anticuerpos; cuando los anticuerpos reconocen epitopes de VP7 (una
glicoproteina), se denominan serotipos G y cuando reconocen epitopes de VP4 se
denominan serotipos P. Hay 15 serotipos los cuales equivalen a los genotipos G,
clasificacion realizada por la secuencia del genoma. Mas del 90% de las cepas de
rotavirus identificadas globalmente se clasifican como G1,G2, G3, G4 6 G9
mientras que se han reportado 14 serotipos P y al menos 25 genotipos P (Angel et
al., 2007).

Entrada de Rotavirus a la célula

El transporte endocitico por vesiculas permite la entrada de virus desde el area de
la periferia a la periferia nuclear cuando las condiciones de infeccién son
favorables y la distancia al nucleo es minima. Esto permite a los virus pasar
obstaculos asociados con el trafico citoplasmatico y la malla de microfilamentos.
La maduracion de los endosomas genera cambios como el descenso en el pH y
cambios en el estado redox de la célula que permiten a los virus censar su
ubicacion en la célula y usar esta informacion para establecer el momento de
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penetracion y desensamble. La presencia de proteasas especificas tales como
furina y ciertas catepsinas favorece la activacion proteolitica de virus, en el caso
particular de Rotavirus la tripsina juega un rol determinante. La superficie de los
virus esta recubierta por proteinas de unidén a receptores; ya sea proteinas en
forma de capside en una malla icosahedrica 6 como glicoproteinas que recubren
la envoltura viral. Las interacciones con los receptores son generalmente débiles,
pero el contacto con multiples de ellos inducen una avidez alta induciendo su
unién a las membranas celulares (Mercer et al., 2010).

El rotavirus al infectar la célula interactia en la superficie celular con moléculas
que contienen &cido si al i c o, l a integrina a2p31,
aXp2. Estas i nteracciones i nducen un
preparando el virus para desensamblarse y la penetracion en la membrana. El
mecanismo endocitico es dependiente de dinamina-2 e involucra a los lipid-rafts.
(Mercer et al., 2010).

El contacto inicial del rotavirus con la célula es a través de un receptor celular que
contenga acido sialico, probablemente un gangliosido usando el dominio VP8 de
VP4. Esta interaccion inicial con acido sialico induce un cambio conformacional en
VP4 que permite que el virus interactie con la integrina ~ 231 a través de VP5.
Tras esta segunda interaccion parece ser que otra interaccion mas toma lugar en
donde estan involucradas las proteinas virales VP5 y VP7 junto con ~ V33, " x32 'y
proteinas de choque térmico como Hsc70. La interaccion con Hsc70 esta mediada
por un dominio de VP5 que esta localizado entre los aminoacidos 642 y 659
(L6pez & Arias, 2004).

Inicialmente, la microscopia electrénica sugirié al proceso de endocitosis como la
ruta de internalizacién, sin embargo, la infeccion no se inhibe si se previene la
acidificacion de los endosomas o si se aplican a los cultivos agentes para bloquear
el tréfico intracelular de las vesiculas. Aunque el mecanismo es vigente, no se
descarta la posibilidad de penetracion directa de la membrana, ya que hay
evidencia de que se da en las células la permeabilizaciéon de la misma. El modelo
de endocitosis el cual parece ser dependiente de calcio, se ha planteado con
base en la observacion de que VP4 y VP7 son capaces de permeabilizar
membranas y en el hecho de que la bafilomicina A (agente que bloquea la bomba
ATPasa endosomal) bloquea la infeccidén por rotavirus. En este modelo el virus se
internaliza en vesiculas endociticas recubiertas de clatrina que presentan un
decrecimiento en la concentracién de calcio promovido por la bomba endosomal
protdbn-ATPasa. Como consecuencia se solubilizan las proteinas de superficie de
la particula viral y permeabilizan la membrana de la vesicula, liberando la particula
de doble capa, transcripcionalmente activa, en el citosol. Una molécula que parece
ser determinante es la dinamina, no solo en la ruta de endocitosis sino que podria
estar involucrada en el Ultimo paso de entrada durante el movimiento del virus
desde la membrana plasmatica al citosol (LOpez & Arias, 2004).

Rotavirus para replicarse hace uso del un complejo viral polimerasa, el cual
consiste de una Unica subunidad de la polimerasa RNA viral (VP1) y la enzima de
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anclaje al RNA (VP3) las cuales estan ancladas a la superficie interna compuesta
de VP2. Con la pérdida de la capa externa del virion tras la entrada a la célula, el
complejo transcripcional se torna activo y produce numerosas copias de RNA de
sentido positivo usando como molde la cadena de sentido negativo. La
transcripcion de cada segmento se da de manera individual pero en sincronia en
un proceso que no es equimolar. Los RNAs de sentido positivo tienen el rol dual
de servir como moldes para la traduccion y servir como moldes para la replicacion
del genoma. Los productos de la traduccién se acumulan en el citosol como el
caso de las nacientes DLPs que colocalizan con las proteinas NSP2 y NSP5
formando unos cuerpos de inclusién llamados viroplasmas. El proceso de
encapsulacion de los 11 segmentos de RNA comienza con la asociacion del
complejo viral polimerasa y la sintesis de las cadenas de RNA de sentido negativo
para reconstituir el RNA de doble cadena dentro de la particula del previrion.
Importante considerar que la replicacion del genoma es equimolar, de manera que
existiran solo 11 segmentos por viriron. Los formacion de la cubierta nucleo
asegura que la polimerasa no replique el genoma del rotavirus de manera
aberrante fuera de las particulas; una vez replicado el virus, la progenie adquiere
la capa de VP6 en un proceso donde las DLPs pueden ampliar el ciclo replicativo
al soportar segundas rondas de transcripcion. Las DLPs finalmente se localizan en
el reticulo endoplasmaético donde las proteinas de capside externa VP4 y VP7 son
adicionadas. Las particulas de triple capa predominantemente se liberan de
células no polarizadas via litica, pero pueden liberarse de células polarizadas tanto
por mecanismos liticos como no liticos (McDonald & Patton, 2011).

Las proteinas VP1, VP2 y VP3 son criticas para el ensamble y la replicacion del
genoma asi como para el empaquetamiento del RNA de sentido positivo. Se
hipotetiza que la cubierta VP2 forma por proximidad grupos de 12 unidades de
decameros los cuales asi mismos se organizan desde cinco dimeros asimétricos
de VP2. Respecto a VP1 es la Unica proteina conocida capaz de reconocer RNAs
de sentido positivo de Rotavirus, soportando la nociéon de que esta interaccion
podria contribuir al empaquetamiento. Otras de las proteinas claves son la NSP2 y
NSP5; la primera de ellas es una proteina octamérica con gran afinidad por RNA
de cadena simple que parece tener actividad NTPasa y helicasa. Esta proteina no
seria relevante en la formacion de virion pero si en la replicacion del virus, ya que
parece estar involucrada en la organizacibn de RNA de sentido positivo
removiendo estructuras secundarias. Respecto a la proteina NSP5, es una
proteina dimérica con varias isoformas con abundantes residuos de Serina y
Treonina (Lo que favoreceria en ella su fosforilacion). La significancia funcional de
esta proteina permanece especulativa ya que no esta conectada con la formacién
del viroplasma. Al conocer que la proteina interactia de manera no especifica con
el DNA y parece competir con NSP2, se especula que NSP2 y NSP5 se unen a
VP1 y a VP2 permitiendo la retencion de las proteinas que contendra el
viroplasma (McDonald & Patton, 2011).

14



Estrés oxidativo

Equilibrar el estado de oxidacion-reduccion (redox) en las células parece ser un
evento crucial para el mantenimiento de la vida [13]. El oxigeno molecular tiene la
capacidad de formar radicales libres que son especies altamente reactivas que
tienen un solo electron desapareado en su capa mas externa. Las especies
reactivas de oxigeno (ROS) incluyen el anion superoéxido (O2-) que se transforma
en H20:2 a través de la reaccién catalizada por la superdxido dismutasa (SOD).
H202 puede interactuar con metales de transicion tales como hierro y cobre para
formar el radical hidroxilo (OH-). Las especies reactivas de nitrégeno (RNS) se
producen inicialmente en células mediante la reaccién de oxido nitrico (NO) y O2-
que produce peroxinitrito (ONOO-), mientras que NO se biosintetiza por varias
sintasas de Oxido nitrico. ROS y RNS son normalmente generados por el
metabolismo celular y en concentraciones bajas o0 moderadas desempefian
papeles fisioldgicos incluyendo la respuesta celular a los agentes infecciosos, la
sefializacion celular, la induccion de la respuesta mitogénica, la neurotransmision,
la regulacion de la presion arterial, la relajacion del masculo liso, y la regulacion
inmune [14]. El estrés oxidativo se produce cuando la produccion de ROS y otras
especies reactivas desbordan la capacidad de las defensas antioxidantes de las
células para desintoxicar estas especies potencialmente perjudiciales. El
desequilibrio redox se puede producir a través de un aumento de la generacion de
ROS, el agotamiento de moléculas antioxidantes celulares y la disminucion de
moléculas antioxidantes [1]. Los efectos nocivos de ROS estan representados por
dafio oxidativo a proteinas, lipidos y ADN, mientras RNS pueden causar la
nitrosilacion de proteinas, la oxidacion de lipidos y la fragmentacion del ADN [15].
Por otro lado, el exceso de ROS y RNS se han relacionado con la patogénesis del
cancer, enfermedad cardiovascular, aterosclerosis, hipertension, isquemia/lesion
por reperfusion, diabetes mellitus, enfermedades neurodegenerativas, artritis
reumatoide, enfermedad pulmonar, y el envejecimiento [1]. El estrés oxidativo ha
sido implicado en condiciones patolégicas asociadas con diferentes enfermedades
inflamatorias en los humanos [16]. Las células han desarrollado mecanismos para
hacer frente a ambientes oxidantes dafinos. Estos mecanismos incluyen sistemas
redox intracelulares tales como GSH/GSSG (el sistema glutation), NADH/NAD +,
NADPH/NADP + y Trx(SH)2/Trx(S-S) (el sistema tiorredoxina). GSH es el mas
abundante y ubicuo antioxidante intracelular en las células de organismos
superiores y el estrés oxidativo est4 asociado comunmente con la disminucién de
GSH o el aumento de los niveles de GSSG. Sin embargo, el estrés oxidativo
celular se ha definido en términos de la interrupcion de eventos biol6gicos de
sefalizacion redox en lugar de un simple desequilibrio entre los sistemas de pro- y
anti-oxidantes [17,18]. La literatura sugiere que el estrés oxidativo esta implicado
en la patogénesis de muchas enfermedades y trastornos, incluyendo
enfermedades infecciosas causadas por virus que afectan el tracto
gastrointestinal.
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Equilibrio redox intestinal

El epitelio gastrointestinal de los mamiferos, la mayor superficie en contacto con el
ambiente externo, contiene cinco principales tipos de células (enterocitos,
secretoras de moco células caliciformes, células enteroendocrinas secretoras de
hormonas, <célul as de Pan duft’h) j}[Ndacealinenteados
enterocitos de la punta de la vellosidad luego de 4-5 d de diferenciacion
espontaneamente experimentan anoikis (apoptosis) antes de ser eliminadas en el
lumen intestinal [20]. Los rotavirus proliferan en los enterocitos maduros que no se
dividen, localizados cerca de las puntas de las vellosidades causando alteraciones
en el epitelio del intestino delgado produciendo diarrea [21].

El control homeostético redox del medio ambiente intestinal parece ser un factor
critico para el mantenimiento de las funciones del intestino. Las células del epitelio
intestinal deben afrontar el reto no sélo de los ROS generados enddégenamente
sino también de agentes oxidantes, mutagenos y agentes carcindégenos que llegan
al ambiente luminal. La integridad de la mucosa es asegurada por el balance en el
equilibrio redox luminal del acople entre GSH/GSSG Yy cisteina/cistina (Cys/CySS);
este balance también participa en el mantenimiento de nutrientes, absorcion,
fluidez del moco y la microbiota luminal [22,23]. La normal transicion de células
proliferativas intestinales a células que no se dividen o que entran en apoptosis ha
sido asociada con el aumento intracelular de la oxidacion de GSH/GSSG o del
sistema redox extracelular de Cys/CySS [24]. La homeostasis de GSH en la
mucosa se mantiene a través de la absorcion de GSH [25], regeneracion de
GSSG [26] y la sintesis de novo [27]. Sin embargo, el ambiente redox
extracelular/luminal se mantiene predominante por el acople Cys/CySS, con
contribuciones del sistema GSH [28]. Recientes avances en biologia intestinal
sugieren que la pérdida de la homeostasis redox intestinal causada por el estrés
oxidativo en la mucosa y los tejidos adyacentes pueden alterar la digestién de
nutrientes y absorcién, proliferacion de la célula madre, apoptosis del enterocito y
la respuesta inmune [27]. Comprender los mecanismos por los cuales los rotavirus
alteran la homeostasis intestinal a través de la induccidn de estrés oxidativo abre
el camino para el disefio de nuevas estrategias basadas en el uso de
antioxidantes como herramientas terapéuticas para el tratamiento de la
deshidratacion severa inducida por la diarrea causada por rotavirus.

Las proteinas celulares contribuyen al estado redox y a las actividades de
chaperona

Se han demostrado que las proteinas celulares que tienen actividades oxido-
reduccion y/o chaperonas son esenciales para la replicacion exitosa de muchos
virus. En este contexto, PDI y Hsc70, y otras proteinas celulares relacionadas,
merecen ser destacados. La familia de las oxidorreductasas PDI ditiol-disulfuro
comprende al menos 17 miembros en células de mamifero [29] y hasta 21
miembros, en otros organismos [30]. PDI esta presente sobre todo en el reticulo
endoplasmico (RE) donde se cataliza la formacion oxidativa de enlaces disulfuro
en las proteinas nacientes que entran en la via secretora [31,32]. A la inversa, PDI
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actia como una reductasa en la superficie de la membrana celular, lo que reduce
los enlaces disulfuro de proteinas unidas a la membrana celular [33,34]. Erp57,
una proteina chaperona disulfuro isomerasa, similar a PDI, se ha encontrado
involucrada en el control de calidad de las glicoproteinas sintetizadas en el ER
[35]. Erp57 se encuentra no solo en el reticulo endoplasmico, sino que también
esta presente en los microdominios de la superficie celular y en los microdominios
lipidicos de la membrana plasmatica (balsas lipidicas o “ RAFt s 7 ) de al gu
células [36]. Las proteinas de la familia PDI catalizan la introduccién, la reduccién
y la isomerizacion de los enlaces disulfuros y también actian como chaperonas
enzimaticas en la reconstruccién de proteinas mal plegadas. La PDI humana es
una proteina de 57 kDa que contiene cuatro dominios similares a la tiorredoxina
caracteristicos, dos de los cuales contienen el motivo estructural CXXC en el sitio
activo comun [37].

La actividad redox de PDI puede ser inhibida por agentes tiol/disulfuro
impermeables a la membrana celular como DTNB [5, 5-ditio-bis- (&cido 2-
nitrobenzoico)] y la bacitracina [38]. Estudios recientes han demostrado que Bak,
una proteina pro-apoptética Bcl-2, media la accion pro-apoptética, funcién que se
consideraba propia de varios miembros de la PDI. Esta funcibn de Bak es
dependiente de PDI y se lleva a cabo mediante la permeabilizacion de la
membrana externa mitocondrial, enlazando de esta manera las proteinas
chaperonas ER y la sefializacion de apoptosis [39]. EI complejo NADPH oxidasa
(NOX) es el principal contribuyente de ROS en las células. Se ha demostrado que
PDI interactia con NOX dentro del ER y también en el citosol [40]. Se ha
demostrado que la sobreexpresion de PDI produce un aumento en la actividad de
NADPH oxidasa, lo que lleva a un aumento de los niveles de ROS celulares [41].
En el contexto de la actividad de chaperona celular, Hsc70 desempefian un papel
importante en el ciclo de vida del rotavirus mediante la modulacién de la
infectividad [42], y actia como una molécula receptora [20] o participa en el
ensamblaje viral y la morfogénesis [43]. Hsc70 es una chaperona molecular
expresada constitutivamente perteneciente a la familia Hsp70. Hsc70 participa en
la proteccién de varias formas de estrés celular que incluye la asistencia en el
plegamiento de polipéptidos nacientes, la prevencion de la agregacion de
proteinas, la translocacion de proteinas a través de membranas, la mediacion
chaperona de la autofagia, la supervivencia de las células cancerosas, Yy
desmontaje de vesiculas recubiertas de clatrina [44]. Hsc70 protege las células del
estrés oxidativo y la apoptosis [45]. Aunque Hsc70 no ha sido reportada como
receptora celular del virus de la encefalitis japonesa (JEV), se ha encontrado
asociada con la penetracién de virus a través de endocitosis mediada por clathrin
[1]. Hay evidencia que muestra que la proliferacién celular inducida por p65 NF-
kappa B depende de una disminucion de los niveles de Hsc70 [46]. Las evidencias
anteriormente mencionadas indican que las actividades de chaperona y oxido-
reduccion estan presentes en diferentes localizaciones subcelulares que pueden
ser utilizados por los virus durante sus etapas del ciclo de vida.

17



Implicaciones de PDI en la entrada del virus a la célula

Se ha encontrado que la funcién redox de PDI es necesaria para la entrada de
algunos virus en la célula huésped. Los primeros estudios demostraron que la
entrada del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) se inhibié por agentes
tiol/disulfuro impermeables de la membrana celular, al inhibir la funcion redox de
PDI [47] u otras moléculas de la superficie celular que muestran actividad redox
[48]. PDI y tiorredoxina-1 (TRX1) han demostrado reducir los enlaces disulfuro
presentes en la glicoproteina gp120 del VIH facilitando la entrada del virus [5]. Se
ha sugerido que | a PDI endotel i al reduce | as inte
internalizacion del virus dengue [49], del virus de la leucosis aviar [50] y el virus de
Sindbis [51]. Se ha encontrado que la entrada es dependiente de la generacion de
tioles libres en su proteina de fusion. Los residuos de cisteina conservados en la
proteina de la envoltura de recubrimiento del virus de la hepatitis delta y de la
hepatitis B (HBV) son esenciales para la entrada del virus [52]. Se ha demostrado
que la generacion de tioles libres en la proteina de fusion del virus de la
enfermedad de Newcastle (F) son necesarios para la entrada del virus en las
células y la fusion de células [53]; se ha sugerido que la familia PDI isomerasas
podrian ser responsables de la generacion de tioles [54]. Se ha encontrado que
PDI en la superficie celular facilita la infeccién del virus del polioma del ratén en
células Hela [55]. Los estudios han identificado nuevas funciones de PDI que son
relevantes para varias enfermedades, incluyendo infecciones virales [56].

Se ha informado inhibicion de la infectividad por Rotavirus en células MA104 al
tratarlas con DTNB, bacitracina o anticuerpos anti-PDI [12]. Se sugirid que la
actividad de intercambio de tiol / disulfuro en la superficie de la membrana celular
estaba implicada en la infeccion por rotavirus puesto que DTNB y bacitracina
pueden modificar proteinas de la superficie celular que contienen tiol y pueden
reaccionar con proteinas que contienen el motivo CXXC. La implicacion de PDI en
la entrada de rotavirus en la superficie celular se concluyé a partir de los
resultados que muestran una interaccion fisica in vitro entre PDI y TLP y una
inhibicién significativa de rotavirus causada por células pre-tratadas con
anticuerpos monoclonales anti-PDI (mAbs) [12]. En el mismo estudio, se observé
que la infectividad de TLP de rotavirus se redujo luego de un pre-tratamiento de la
célula con DTNB, mientras que el tratamiento previo de los viriones TLP con
bacitracina o anti-PDI mAb no afecté la infectividad de los TLP. Estos resultados
sugirieron que los viriones de rotavirus contienen grupos tiol que son necesarios
para la infectividad del virus. A partir de este estudio, se concluy6 que los agentes
de membrana impermeable tiol/disulfuro y los anticuerpos anti-PDI inhiben la
infectividad del rotavirus en la entrada, pero durante una etapa de post-union [12].
La implicacion de PDI durante el proceso de entrada de rotavirus también se ha
estudiado usando péptidos sintéticos derivados de las secuencias de aminoacidos
de las proteinas estructurales de rotavirus [57]. Se observd que los péptidos de
VP4 y VP7 que contienen cisteina causan un efecto inhibitorio significativo de la
infectividad cuando se afiaden a las células MA104, sugiriendo que compiten con
los viriones infecciosos.
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También se encontré que los anticuerpos contra los péptidos de VP7 o VP4 que
contienen cisteina inhibieron significativamente la infectividad rotavirus, lo que
sugiere que PDI puede utilizar al menos estas secuencias de amino4cidos virales
para interactuar con las proteinas estructurales de rotavirus [58]. Curiosamente,
los anticuerpos contra secuencias de aminoacidos derivadas de VP7 inhiben la
infectividad del virus sélo después que los viriones se unen a la superficie de la
membrana celular. Esto sugiere que los aminoacidos de estas secuencias de VP7
fueron expuestos después de que ocurri6 un cambio conformacional viral,
dependiente de la interaccion del virus con la superficie de la célula [59]. A partir
de estos hallazgos se puede resumir que el intercambio de tiol / disulfuro esta
contribuyendo a la entrada del rotavirus a la células MA104 y que la PDI de la
superficie celular es un objetivo potencial para DTNB y que la inhibicion de la
infectividad inducida por bacitracina es por el bloqueo del intercambio tiol/disulfuro
en la superficie celular, lo cual impide que las proteinas estructurales del virus
sean modificadas por las proteinas de la superficie celular (es decir, PDI) que
catalizan el intercambio tiol/disulfuro. La incubacién de TLP, VP5, VP6 o VP7 con
rPDI o PDI en fracciones de membrana enriquecida dio lugar a cambios redox en
las proteinas virales puesto que estas proteinas virales reaccionan con
maleimida, un resto reactivo con grupos tiol (Rivera M, Guerrero CA, Acosta O.
manuscrito en preparacion). Tomados en conjunto, los hallazgos descritos
anteriormente sugieren que la actividad reductora de PDI en la superficie de la
célula esta implicada durante la entrada del rotavirus. Este hecho abre el camino
para el disefio racional de compuestos con actividad tiol/disulfuro, impermeables
de membrana, capaces de inhibir especificamente la entrada del virus en la célula
huésped.

El estrés oxidativo y la infeccion por rotavirus

Varios estudios han demostrado la infeccion viral altera el equilibrio redox en la
célula y en la progresion de enfermedades inducidas por virus [60]. Los oxidantes
inducidos por la infeccién viral incluyen el aniéon superéxido (O2 -) [61], que se
puede transformar en radical hidroxilo (OH-), el radical 6xido nitrico (NO), H202 o
el peroxinitrito (ONOO-) a través de reacciones enzimaticas y no enziméticas. Los
resultados que muestran las interacciones entre patégenos ROS y el VIH
estimularon la investigacion sobre el papel que estas interacciones pueden
desempeniar en la patogénesis de muchos virus, abriendo el camino para nuevas
estrategias terapéuticas antivirales a base de antioxidantes [62]. ROS puede
modular la replicacion viral y la respuesta celular, y también contribuir a la
patogénesis viral [63,64]. Los primeros estudios sobre la infeccidn por rotavirus
mostraron una disminucion de las actividades de SOD y glutation peroxidasa de
los homogenizados intestinales de ratones lactantes [65]. Se ha reportado que la
infeccidn por rotavirus fue capaz de inducir un aumento del mMRNA de la sintasa de
oxido nitrico inducible (iNOS) en el ileon murino y la expresion de iINOS también
en ileon murino tras la exposicién a NSP4 [66]. NSP4 purificado al adicionarse a
cultivos de células epiteliales intestinales humanas induce liberacion de
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metabolitos de NO [67]. El aumento de metabolitos NO también se observaron en
los ratones infectados con el rotavirus murino EDIM por la regulacion positiva de
MRNA de iINOS en el ileon, pero no en el duodeno o yeyuno [68]. En nifios con
infeccion aguda por rotavirus estimula la produccion de NO [69]. Sin embargo, en
células Caco-2 infectadas con rotavirus SA1l mostraron que la infeccion viral
aumentd la expresibn de la enzima antioxidante superoxido dismutasa
mitocondrial (MnSOD) dentro de la primera 48 h.p.i. Este aumento en la expresion
SOD se correlaciona con una disminucion de la generaciéon de ROS durante la
fase temprana de la infeccion (8 h.p.i.) y deplecion de glutation celular (GSH) [70].
A pesar del aumento en la actividad de la enzima SOD, esta no era directamente
proporcional al aumento en la expresion de proteinas virales en los lisados
celulares estudiadas y durante los ultimos eventos de la infeccibn ROS vuelve a
los niveles basales, incluso en presencia de una mayor expresion de la proteina
MnSOD. Este hecho fue interpretado como debido a una sobreproduccién de ROS
mitocondrial que saturd la actividad de la MnSOD [71]. Se ha demostrado que la
induccion de la sobreexpresion de MnSOD se producen como consecuencia de
una mayor produccion de ROS a través de una via que implica citoquinas
inflamatorias tales como factor de necrosis tumoral [ (TNF-[J) o IL-1 [72] y la
activacion del factor NF-kappa B por ROS [12]. Después de la exposicion de las
células HelLa a diversos agentes que interfieren con las funciones del RE para
inducir estrés en el RE, esto aumenta ROS [181] y también induce MnSOD a
través del factor nuclear NF-kB y la activacion de AP-1 [12]. La gastroenteritis
aguda en los lechones se ha asociado con un aumento de los niveles de proteinas
de alta movilidad de grupo 1 (HMGB1) (una proteina de unién al ADN nuclear), la
haptoglobina en suero y ceruloplasmina, lo cual sugiere una respuesta de fase
aguda [73]. Una disminucion significativa de la capacidad antioxidante total y de la
actividad de las enzimas antioxidantes se ha encontrado en el suero de los
lechones afectados con enteritis aguda. El aumento de los valores de los indices
de estrés oxidativo, incluyendo el malondialdehido (MDA) y las concentraciones de
NO en el suero también se han asociado con la condicion patoldgica [74]. Sin
embargo, la respuesta de fase aguda con la proteina HMGB1 y los indices de
estrés oxidativo fueron alin mas prominentes en los casos en los que se llevo a
cabo la infeccion por rotavirus porcino. Aunque hay una gran cantidad de
informacion disponible acerca de la implicacion del estrés oxidativo en la infeccién
viral y sus efectos sobre las funciones celulares que conducen a la muerte celular,
la forma en que el estrés oxidativo es parte de una respuesta de defensa natural
de las células a la infeccién por virus o un mecanismo por el cual los virus
provocar dafio celular es aun desconocido. Los avances en la comprension del
papel del estrés oxidativo en la infeccion por rotavirus podrian contribuir a mejorar
las estrategias de tratamiento de diarrea inducida por rotavirus. Curiosamente, la
infeccion por rotavirus de lineas celulares cultivadas, y en condiciones in vivo
usando animales y pacientes humanos se ha demostrado que es inhibida por la
terapia anti-oxidante [75]. Estos resultados animan la investigacion para clarificar
el papel del virus inducido por el estrés oxidativo como un subproducto perjudicial
de la infeccién o una condicion necesaria para un ciclo de vida viral éxito.
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Infeccion por rotavirus y estrés en el reticulo endoplasmico La alteracion de la
homeostasis del plegamiento de las proteinas en el RE conduce a la acumulacion
de proteinas mal plegadas o desplegadas en el lumen del RE y la alteracion de la
homeostasis del calcio. EI mal plegamiento de las proteinas en el RE contribuye a
la patogénesis de muchas enfermedades. El estrés en el RE de las células
epiteliales intestinales activa vias de sefializacion conocidas como respuesta de la
proteina desplegada (UPR) que se han asociado con la enfermedad inflamatoria
intestinal [76]. Cuando se detectan alteraciones en la homeostasis del ER se
activa la via de UPR mediante la expresion de genes implicados en el plegamiento
de proteinas con el objeto de restaurar la homeostasis. La incapacidad de resolver
el estrés del RE causa la activacion de las vias de apoptosis que conducen a la
muerte celular [77]. Proteinas mal plegadas en el RE activan UPR e inducen el
estrés oxidativo y la apoptosis in vitro e in vivo en ratones, mientras que el
tratamiento antioxidante contrarresta la activacion UPR, el estrés oxidativo y la
apoptosis [78]. La liberacion de calcio desde el RE aumenta la generacion de ROS
mitocondrial que conduce a la acumulacién toxica de ROS dentro del RE y las
mitocondrias. Por otra parte, el estrés sostenido del RE estimula la respuesta
inflamatoria a través de vias UPR. Por otra parte, la produccién de ROS como
consecuencia de la inflamacién o la disfuncion mitocondrial agrava el mal
funcionamiento del RE [79]. Todo lo anterior sugiere que existe una conexién entre
el estrés del RE, la inflamacion y el estrés oxidativo. La disfuncion de las vias UPR
se ha asociado con numerosas enfermedades, incluyendo varias enfermedades
neurodegenerativas, accidente cerebrovascular, trastornos metabdlicos, cancer,
enfermedades inflamatorias, diabetes mellitus, enfermedades cardiovasculares,
entre otros [80]. Un entrelazamiento entre la generacion de ROS y el estrés del RE
ha llevado a proponer que el estado redox asociado al estrés del RE se
correlaciona con el estrés del RE asociado a ROS [81]. A pesar de que la
producciéon de ROS se ha correlacionado con el estrés del RE en muchos estados
patolégicos, los mecanismos detallados sobre cémo los cambios en el
plegamiento de proteinas en el lumen del RE causan estrés oxidativo ain no estan
claros [82]. El adecuado plegamiento de proteinas y la formaciéon de enlaces
disulfuro que tienen lugar en el RE dependen de manera critica del estado redox
en el lumen del RE. Este compartimiento tiene un ambiente altamente oxidante y
tiene una alta relaciéon de GSSG / GSH, lo que contrasta con el ambiente que hay
en el citosol [83]. Se requiere de un ambiente oxidante en el lumen del RE para
asegurar la formacion de enlaces disulfuro y evitar la agregacion o acumulacion de
la proteina mal plegada en este compartimiento [84]. Las enzimas residentes en el
lumen del RE contribuyen a regular el estado redox y facilitar la formacion de
enlaces disulfuro y la isomerizacién [85]. El plegado oxidativo de las proteinas en
el RE se ve facilitado por una familia de oxidorreductasas incluyendo ERp57 y PDI
entre otros [86]. El plegamiento oxidativo catalizado por oxidorreductasas en el RE
conduce a su reduccion, mientras que la reoxidacion se realiza por ERO-1, una
enzima que puede utilizar oxigeno molecular como un aceptor de electrones [87].
Entonces, la formacion de enlaces disulfuro catalizada por ERO-1 es una fuente
significativa de la generacion total de ROS en la célula porque la reduccién
incompleta del oxigeno conduce a la formacién del anion superoxido [88].
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Dado que en el RE se produce la mayor sintesis y plegamiento de las proteinas
secretadas y de transmembrana, las alteraciones en el flujo de proteina en el ER
se ha asociado con estrés del ER. Estudios recientes han demostrado que
viroporinas, pequefias proteinas hidréfobas codificadas por virus que se
oligomerizan para formar poros acuoso a través de las membranas celulares,
desempefian un papel importante en la replicacion del virus al afectar la fisiologia
normal de la célula huésped y contribuir a la patogénesis viral [84]. Dado que la
mayoria de la replicacion de los virus con genoma RNA se produce en interaccion
intima con el RE y causa estrés del RE en las células infectadas, sus mecanismos
subyacentes son un tema central de la investigacién acerca de las interacciones
virus-huésped. Muchas viroporinas se localizan en el RE y alteran el potencial de
membrana del RE y producen la induccion de estrés del RE y la autofagia [89].
Las infecciones virales pueden actuar como sefales de estrés que alteran la
homeostasis del RE y afectan negativamente las funciones del RE [89]. Algunos
estudios han demostrado que los virus que causan estrés en el RE e inducen una
0 més vias de sefializacion de la UPR en las células infectadas [90]. Algunos
estudios han demostrado que varios virus inducen estrés del RE y activan la
sefalizacion UPR pero también modulan las UPR para la proteccion de las células
infectadas, evitando la muerte mediada por el estrés, para asegurar la replicacion
del virus [91]. Varias propiedades de las viroporinas sugieren que también podrian
modular la respuesta al estrés del RE inducida por el virus [92]. Se requiere
relativamente una alta concentracion de Ca2 + en el lumen del RE para el
funcionamiento adecuado de muchas chaperones y enzimas dependientes de
calcio que incluyen PDI [93]. Muchas viroporinas, incluyendo NSP4 de rotavirus,
inducen la fuga de calcio del lumen del RE al citosol [89,90] afectando el
plegamiento de proteinas dependiente de calcio y en consecuencia induce estrés
del RE. Se ha observado que la translocacién de NSP4 a las mitocondrias altera
el potencial de membrana mitocondrial e induce a apoptosis durante la infeccion
temprana. Sin embargo, la actividad pro-apoptética de NSP4 es contrarrestada por
NSP1, que activa la PI3K/AKT [91]. Ademas, la autofagia podria ser inducida por
el aumento de la concentracién de Ca2+ en el citosol como se ha demostrado para
el virus de la fiebre aftosa [92]. Se ha demostrado que NSP4 de rotavirus, que es
una proteina que induce la diarrea en ratones joévenes, se ancla al RE a través de
su extremo N-terminal, a través del dominio que abarca los aminoacidos 47-90 y
muestra caracteristicas estructurales de viroporinas [93]. Se ha demostrado
también que NSP4 modula la induccion de la autofagia en las células infectadas
por virus y que la autofagia celular es requerida por rotavirus para asegurar su
replicacion correcta [94]. Se ha demostrado que durante la infeccion por el
rotavirus rhesus (RRV) se induce estrés en el RE en la linea celular epitelial de
mono rhesus MA104 y también activa dos componentes de la via UPR [95]. Sin
embargo, la proteina no estructural 3 (NSP3) del rotavirus interrumpe esta
sefalizacion de la via UPR a nivel de transcripcion. Durante la infeccion por
coronavirus [96], citomegalovirus humano [97] y [98] el virus del dengue 2, virus
del Nilo Occidental se han identificado varias proteinas especificas inductores de
la via UPR codificadas por el virus [99]. En cambio, durante la infeccién por
rotavirus RRV no se ha identificado una proteina en particular responsable de
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activar la via UPR en las células MA104. Se supone que ocurre por eventos
multifactoriales que involucra tanto la entrada de las DLPs al RE, la formacion de
viroplasma o la activacion de la replicacion del genoma como posibles inductores
de la via UPR [100]. La infeccion por rotavirus genera estrés en el RE lo cual
genera disturbios del calcio en los diferentes compartimentos celulares y a la
generacion de ROS. NSP4 desempefia un papel clave al inducir liberacion de
depdsitos intracelulares de calcio en los enterocitos [101] y en inducir diarrea por
una serie de mecanismos secretores y osmoéticos [102] y alteracion en la secrecion
de iones como el cloruro tanto en humanos [103] como en células Caco-2
infectadas con rotavirus SA11l [104]. En este caso, la secreciébn de cloruro
dependientes de la NSP4 se asocié con un aumento de ROS y disminucién de la
relacion (GSH) reducido a (GSSG) oxidado. Los mismos efectos se observaron
cuando las células Caco-2 se trataron con NSP4 purificada, mientras que el
aumento de ROS y el desequilibrio del GSH fueron fuertemente inhibidos por la N-
acetilcisteina. Estos resultados sugirieron una asociacion entre estrés oxidativo y
la diarrea inducida por rotavirus [105]. Hay datos que apoyan la hipétesis de que
los ROS pueden inducir apoptosis de las células epiteliales intestinales en ratones
a través de la expresién de Fas y Fas-L [106]. Todos los estimulos o dafios,
incluyendo invasiones de patdégeno como infecciones por virus que induzcan
estrés en el RE afectan el plegamiento o la funcion de las proteinas y otros
disturbios, incluyendo alteraciones en la homeostasis del calcio y el aumento de
ROS. Por esto, la sefializacion inducida por la via UPR en el RE ha surgido como
un aspecto central en el contexto de procesos patoldgicos incluyendo infecciones
virales. Sin embargo, se requiere mas investigacién para entender completamente
los mecanismos moleculares asociados con la via UPR que llevan a minimizar la
acumulacion y agregaciéon de proteinas mal plegadas en respuesta a infecciones
por virus. Los conocimientos adquiridos sobre los mecanismos de la via UPR
podrian constituir para el desarrollo de farmacos antivirales.

N-acetilcisteina en el tratamiento de infecciones virales

N-acetilcisteina (NAC) es un aminoacido que funciona como una pro-droga Yy
precursor del glutation (GSH), el mas poderoso antioxidante celular [107]. N-
acetilcisteina (NAC, N-acetil-L-cisteina) es el aminoacido L-cisteina mas un grupo
acetilo (-CO-CH3) unido al grupo amino (NH2). El grupo acetilo hace que la
cisteina sea mas soluble en agua, y funciona para acelerar la absorcion y
distribucién de la cisteina ingerida oralmente. El grupo acetilo también reduce la
reactividad del tiol (-SH), haciendo que el NAC sea menos toxico y menos
susceptible a la oxidacion que la cisteina. NAC, es permeable a la membrana
celular y no requiere de transporte activo, mientras que el amino acido cisteina
requiere ser transportado principalmente por el sistema de alanina-serina-cisteina
(ASC), un sistema omnipresente de transporte de aminoacidos neutros
dependiente de Na + en una variedad de células. Una vez NAC entra a la célula,
se hidroliza (se desacetila) rapidamente para liberar cisteina, un precursor de
GSH. GSH es sintetizado por las coacciones de c-glutamilcisteina sintetasa y GSH
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sintetasa [108]. EI NAC es seguro, incluso en grandes dosis, y es una mejor fuente
de cisteina que la propia cisteina. Se ha utilizado durante varias décadas como
agente mucolitico y también para el tratamiento de diversos trastornos, como
intoxicacion por paracetamol. NAC se ha utilizado también para el tratamiento de
numerosos trastornos relacionados con el estrés oxidativo incluyendo
gastrointestinales, renales, cardiovasculares, pulmonares [107], psiquiatricos y
trastornos neurolégicos. La actividad mucolitica de NAC es debido a su capacidad
para romper los enlaces disulfuro de las glucoproteinas de alto peso molecular
presentes en el moco. NAC funciones en las células como un agente antioxidante
captador de radicales libres, ya que reacciona con ROS tales como H202 y OH
[109].

NAC se ha utilizado en el tratamiento de numerosas enfermedades infecciosas
incluyendo infecciones virales. Se ha reportado una reduccion significativa de la
incidencia de los sintomas clinicos y una mejora de la inmunidad celular después
del tratamiento con NAC. Del mismo modo, se ha informado que GSH inhibe la
infeccion por virus de la gripe en células cultivadas y en ratones [236]. Se ha
demostrado accidén sinérgica entre altas dosis de NAC y oseltamivir en el
tratamiento para la proteccion de los ratones de la infeccién por influenza fatal,
mientras que una combinacién de NAC vy ribavirina también fue eficaz en la
prevencion de la infeccidn por el virus de la gripe letal en los ratones [110].

La administracibn de NAC a largo plazo atenua los sintomas de la gripe en
pacientes de edad avanzada con enfermedad degenerativa cronica [111].
Ademaés, un paciente infectado con el virus de la gripe A/HIN1 mejord
rapidamente después del tratamiento con una terapia de NAC en combinacion con
medicamentos antivirales [112]. NAC reduce los efectos citopéticos inducidos por
el virus H5N1, la apoptosis inducida por el virus y la produccion de algunas
moléculas pro-inflamatorias, mientras que inhibe la activacion de las vias sensibles
oxidantes incluyendo NF-kB y la proteina quinasa activada por mitdgeno, p38. Sin
embargo, una actividad inhibidora universal contra los virus de influenza A aln no
se ha demostrado [113]. Un resultado positivo fue reportado después de la
administracion temprana de NAC a los nifios afectados por la fiebre del dengue
hemorragico o sindrome de shock por dengue complicado por insuficiencia
hepética aguda. Antes de la terapia antiretroviral altamente activa (HAART), se
probé NAC para reponer los niveles de GSH en pacientes infectados por el VIH,
ya que disminuye la cisteina y los niveles de GSH a medida que la progresa la
enfermedad de VIH. [113]. Sin embargo, NAC se utiliza como una terapia
adyuvante (til para aumentar la proteccion contra el estrés oxidativo, mejorar la
funcién del sistema inmune y aumentar la desintoxicacion de paracetamol y otros
farmacos en pacientes tratados con HAART [114]. La sensibilidad de la infeccion
por rotavirus al NAC se ha demostrado recientemente. En un estudio utilizando
diferentes farmacos se encontr6 que al interferir las reacciones redox con NAC, en
las células MA104 y Caco-2, la infeccion con varias cepas de rotavirus fue
significativamente inhibido [115]. Por otra parte, se ha demostrado que la
secrecion de cloruro inducida por NSP4 de rotavirus se inhibe por el pre-
tratamiento con NAC de células Caco-2, lo que sugiere que el efecto enterotéxico
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de NSP4 es dependiente del estrés oxidativo [116].

Adicionalmente, también se demostré en ratones ICR infectados con el rotavirus
ECWT que el porcentaje de células positivas al antigeno viral en las vellosidades
se redujo significativamente por el tratamiento con NAC [10,11]. También se
demostré el uso de NAC como una herramienta terapéutica para el tratamiento de
la enfermedad intestinal por rotavirus en nifios. Se demostro que la administracion
de NAC después del primer episodio de diarrea disminuye el nimero de episodios
diarreicos, la excrecion fecal de antigeno de rotavirus, y la resolucion de los
sintomas después de 2 dias de tratamiento. Se ha demostrado que TNF-a
estimula la transcripcién del VIH a través de la activacion de NF-kB [113] y que
esta estimulacion se inhibe por el tratamiento con NAC. También se ha encontrado
que los tioles intracelulares regulan la activacion de NF-kappa B ya que los niveles
bajos de tiol conducen a su activacion, mientras que los altos niveles de tioles
inhiben su activacion [114]. Se ha demostrado que NAC es un potente inhibidor de
la activacion de NF-kappa B en términos de inhibir la migracién del citosol al
nucleo y la actividad de union al ADN en las células endoteliales vasculares [115].
Se han reportado que NAC y otros antioxidantes inhiben la activacion de NF-
kappa B inducida por peroxido de hidrogeno [45]. Ademés, NAC bloquea la
activacionde NF-kBpor gue i nterfiere con | a act
conduce a inhibir la fosforilacion de kB y la migracion del citosol al nucleo,
sugiriendo que ROS podrian ser ubicuos mediadores de activacion de NF-kB
[116]. Sin embargo, se ha informado de que NAC inhibe la activacion de NF-kB en
células Hela y L929 de forma independiente de su funcion anti-oxidante. NAC
parece bloquear selectivamente la sefalizacion inducida por TNF por la
disminucién de la afinidad del receptor para TNF. El efecto inhibidor NAC sobre la
activacion de NF-kappa B parece ser un hecho bien establecido.

Se ha informado que NAC inhibe la expresion de VCAM-1, al interferir con la unién
de NF-kappa B al motivo kB de VCAM-1 [117]. Muchos de los efectos nocivos de
TNF-a asociada a la disfuncién endotelial se evitan en parte por el aumento de
GSH a través del tratamiento con NAC [118]. También se ha informado que NAC
inhibe completamente la activacion de ROS, JNK y de NF-kB inducidos por la
leptina, lo que sugiere que la hiperleptinemia es sensible a la sefalizacion redox
[119]. NAC atenua la actividad mitogénica de la proteina kinasa p38 (MAPK)
inducida por TF en las células endoteliales vasculares pulmonares, sugiriendo que
la via p38-MAPK es regulada por el ambiente redox [120]. La activacion de NF-KB
en respuesta a diversas sefiales, incluyendo IL-1, TNF y H202 puede ser inhibida
por el tratamiento NAC, lo que sugiere que las ROS son moduladores de
sefalizacion comunes. Por otra parte, se encontr6 que NAC mejora el efecto
ocasionado por el IFN-a en las células tumorales del higado al inhibir a NF-kB
[259]. Igualmente, NAC inhibe la activacion IKK inducida por TNF-a.

La actividad antiviral de NAC se ha asociado principalmente con la inhibicién de
moléculas pro- inflamatorias, incluyendo las que pertenecen a la ruta de NF-
kappa B y la generacion asociada de ROS. Estos hallazgos sugieren que las vias
inflamatorias y de estrés oxidativo estan intimamente involucradas en la
patogénesis asociado a infecciones virales. Sin embargo, los mecanismos que
explican por qué el tratamiento con NAC afecta las infecciones virales requieren
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mas investigaciones con el fin de diferenciar los efectos directos e indirectos
asociados con su capacidad antioxidante. No se puede excluir un efecto directo
probable sobre los enlaces disulfuro que tienen las proteinas celulares y virales.

La infeccion por rotavirus y la sefializacién inflamatoria.

Los RNAs de rotavirus generados durante la replicacion son detectados por RIG-I
y MDA5, dando como resultado la induccién de una respuesta inmune innata
mediada por IFN que implica la activacion de IRF3 [48,49]. Sin embargo, NSP1 de
rotavirus del grupo A esta implicado en la evasion de la respuesta inmune innata
antagonizando la induccion de IFN y de los productos del gen estimulado por IFN
(ISG) [98]. Se ha demostrado que NSP1 de rotavirus esta involucrados en la
evasion de la respuesta inmune innata al interferir con la induccion de IFN a través
de la induccién de la degradacion de IRF-3, IRF-5 y IRF-7. Se ha demostrado que
IRF3 son blanco de NSP1 de varias cepas de rotavirus induciendo su degradacion
en el proteasoma durante la infeccion temprana [90]. Estudios recientes indican
que NSP1 puede inducir la degradacion de las proteinas IRF (IRF3 a IRF9) por la
unién a los dominios de asociacion de las IRF gque son necesarios para su
dimerizacion y translocacion nuclear [103]. Sin embargo, hay evidencia indicando
gue IRF3 se activa y se mantiene estable en las células después de la infeccién
con la cepa de rotavirus porcino OSU sugiriendo que NSP1 de algunos rotavirus
es ineficaz en la degradacion de IRF3, aunque recientemente se ha informado un
mecanismo alternativo para bloquear la induccion de IFN-B op la cepa de
rotavirus OSU [115]. Los resultados de este trabajo mostraron que la activacion de
NF-kB fue bloqueada en las células infectadas con la cepa de rotavirus OSU
debi do en parte a ladosferitadaaSe ericantzéayeeiNSRL del
rotavirus OSU induce la degradacion de la ligasa SCFPTCP E3 via proteasoma lo
cual expl i ca | aa ydasconsidguierte ansencia derla attivaBion de
NF-kB en las células infectadas por OSU. Los NSP1 de rotavirus humanos del
grupo A que contiene un motivo de reconocimiento C-terminal (DSGxS) de la
pr ot e-fr@RA pdbmite que NSP1 inhiba la activacién de NF-kB mediante la
i nducci 6n de | a -TdCe,gdepardiiantei dél protehsomaB[120]. Sin
embargo, NSP1ls de muchos rotavirus del grupo A carecen del motivo de
reconoci miTeCP ty son chpacef de inducir la degradacion de IRF3, IRF5
y IRF7.

También se ha sugerido que el secuestro del RNA viral en el viroplasmas y en la
capside del virus (DLPs) podria contribuir a retrasar la respuesta innata antiviral en
las células infectadas por rotavirus [50]. Por otra parte, se ha demostrado que la
infeccion de células MA104 con el rotavirus RRV es capaz de bloguear la
expresion de genes dependientes de NF-KB sin reducir la activacion de NF-kB.
Esto sugiri6 que el rotavirus pueden activar de manera eficiente NF-kB en las
células MA104 aunque este factor de transcripcion activado no era funcional en
mejorar la expresion génica [55]. Por otro lado, el papel de NSP1 se ha estudiado
en la modulacion de la apoptosis y se ha encontrado que NSP1 contribuye a la
estabilidad y a la replicaciéon del rotavirus bovino tipo salvaje A5-13 en células
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MA104 mediante la inhibicion de la apoptosis a través de la activacion de la via
pro-supervivencia PI3K / Akt y NF-kB en las etapas tempranas de infeccion [69].

Los estudios sobre infeccion por rotavirus y la concomitante desnutricion en

cerdos neonatales han sugerido una respuesta inflamatoria durante la infeccidon

por rotavirus. Se ha demostrado que las concentraciones de prostaglandina E2

intestinal (PGE2) fueron elevados tempranamente después de la infeccion por

rotavirus, independientemente del estado nutricional [70]. Sin embargo, la

malnutricion aumento la respuesta PGE2 a la infeccion por rotavirus, se prolongé

la diarrea y se encontrd lechones desnutridos que se asocio con la expresion mas

intensa y sostenida de mediadores o marcadores de la inflamacion intestinal [20].

Las acciones pro-inflamatorias por rotavirus se han sugerido por estudios en

células cultivadas o ratones infectados con rotavirus, en ambos casos se inhibio
significativamente por el tratamiento con diversos agonistas del receptor gamma

activado proliferador de peroxisomas (PPAR-y ) y | os antiinfl ama
esteroideos (AINE) [84]. La ciclooxigenasa-2 (COX-2), que es responsable del

aumento de la sintesis de prostaglandinas [72], parece estar regulada
principalmente por diversas MAPKs y factores de transcripcion tales como NF-kB

[74]. Por otra parte, se han demostrado que la via PKA a través de ERK1/2 y la via

NF-kB estan involucradas en la induccion de la actividad de COX durante la

infeccion por rotavirus [71]. Se ha demostrado que indometacina, un inhibidor

inespecifico de COX reduce significativamente la infeccion por rotavirus Wa de

células Caco-2. Del mismo modo, al inhibir la via ERK1/2 y la via p38 MAPK

disminuye significativamente la infeccion por rotavirus en células Caco-2 [271]. Se

han obtenido efectos antivirales por el tratamiento con inhibidores de la COX-2

[76] e igualmente los ligandos de PPAR-y regul an a | a baj a | a
transcripcional de la COX-2 a través de multiples mecanismos [10] incluyendo la

inhibicion de multiples etapas de la ruta de NF-KB [11]. La infectividad de rotavirus

en células MA104, Caco-2 y ratones es significativamente inhibida no sélo por

NAC, sino también por agonistas PPAR-y como pioglitazona y ros
afectan la ruta de NF-kappa B involucrado en la activacién transcripcional de la

COX-2. Los agonistas PPAR-y se han destacaderranteotaso posi b
terapéuticas debido a su capacidad para regular a la baja las respuestas

inflamatorias relacionada con el virus respiratorio [99]. PPAR-y participa e
antagonizar las vias oxidantes e inflamatorias como NF-kB, AP1, y STAT [110].

Las tiazolidina-2-4-dionas (TZDs), incluyendo pioglitazona y rosiglitazona, regulan

a la baja las vias de sefalizacion que generan productos oxidativos en
monocitos/macréfagos [112]. PPAR-y ha sur gi do c-mflamatotony gen an
antioxidante puesto que su proteina puede modular directamente la expresiéon de

varios genes antioxidantes y pro-oxidantes en respuesta al estrés oxidativo [118].

Sin embargo, debe tenerse en cuenta que los oxidantes, tales como ROS podrian

interactuar de muchas maneras con las vias de sefializacion de NF-kappa B. La

transcripcion de genes dependientesde NF-k B i nf l uye en | os nivel e
su vez, los niveles de ROS también regulan los niveles de actividad NF-k B. Se ha
argumentado que la influencia de ROS es dependiente del contexto y que incluso

del tipo de célula especifica que sea positiva 0 negativa para la sefializacion de
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NF-k B . [ 86] . Claramente NSP1l de rotavi
baja la expresion del interferon, siendo un factor clave en la evasion de la
respuesta inmune innata del huésped. Sin embargo, el mecanismo de NSP1 para
la actividad anti-interferon parece ser dependiente de la cepa de rotavirus. Una
comprension mas completa de las acciones pro-inflamatorias del rotavirus podria
conducir a la identificacion de posibles objetivos de la terapéutica anti-
inflamatorios.

Infeccion por rotavirus y sintesis de proteinas

Los virus son totalmente dependientes de la maquinaria de traduccion de la célula
hospedera para producir sus proteinas necesarias para la replicaciéon viral. Los
virus toman el control de los ribosomas del hospedero, factores de traduccion y
vias de sefializacion implicadas en la sintesis de proteinas. Este control asegura la
produccion de proteinas codificadas por los virus y la inhibicién de las defensas
innatas celulares. Muchos mMRNAs celulares utilizan un mecanismo CAP
dependiente para su traduccidn que consiste en la unién de un complejo
denominado elF4F que incluye los factores de iniciacion eucariotas elF4G, elF4E
y elF4A a la estructura situada en el extremo 5' del mMRNA. Sin embargo, algunos
MRNASs celulares y virales usan un mecanismo de iniciacion de traduccion CAP
independiente que consiste en un sitio de entrada interna al ribosoma ubicado en
la region del 5' del mMRNAs no traducido y que se usa durante el estrés del ER
[120]. Los virus han desarrollado una amplia gama de estrategias para la
explotacion y el control de la maquinaria de traduccion celular. Varias funciones
del virus codificadas en su genoma se dedican a controlar la maquinaria de
traduccion celular incluyendo sus pasos de iniciacion, elongacion y terminacion.

Durante el proceso de infeccion temprana los rotavirus toman el control de la
maquinaria de traduccion de la célula hospedera, parando la sintesis de proteinas
dirigida por la célula aunque no de todas las proteinas celulares que estan siendo
sintetizadas [121]. La proteina NSP3 de rotavirus esta implicada en la inhibicién de
la traduccion del mRNA celular al unirse al elF4G o interfiriendo con el transporte
de los MRNAs celulares nacientes [122]. La union de la NSP3 al elF4G perturba la
interaccion de elF4G a las proteinas de unién a la cola de poly (A) que se requiere
para la iniciacion de la traduccion del mRNA celular. Sin embargo, al inhibir la
expresion de NSP3 mediante siRNA o con un mutante NSP3 defectuoso no se
interfiere la sintesis de proteinas del rotavirus ni su replicacion [123]. Se ha
reportado que el RNA de doble cadena del rotavirus activa la enzima PKR y de
esta manera se f os fnlwbelatraaucadn cekilarfl24d | o

Se ha reportado aumento de la sintesis de proteinas en el yeyuno de lechones
infectados por rotavirus [125] e inicialmente se asumié que la mayor sintesis
proteica fue debida principalmente a la proliferacion activa de enterocitos
diferenciandos y migracién de la vellosidad. Sin embargo, se ha sugerido que
rotavirus activa la sefializacion de mTOR a través de p70S® porque la movilizacién
de calcio inducida por rotavirus es un estimulador de p70S¢K [126]. Sin embargo,
en estos estudios no se ha especificado si el aumento en la sintesis de proteinas

28

r

u

S

cual



era dirigido por la célula o por el virus. Por otro lado, la expresion de algunas
proteinas especificas celulares se incrementa durante las infecciones virales [127].

COX-2, una enzima inducida por agentes proinflamatorios, aumentada en
infecciones de RSV, gamma herpesvirus 68, virus de la gripe, virus del herpes

simple y EMCV. A pesar de que Hsc70 es una proteina constitutivamente
expresada, se ha demostrado que aumenta la expresion luego de la infeccion con

SV40, el baculovirus Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus, JEV y

el virus del sindrome del punto blanco. Se ha demostrado que el rotavirus ECwt en

la infeccion celular de vellosidades intestinales de ratones aumenta la expresion

de las proteinas COX-2, ERp57, Hsc70, NF-k B, Hsp70, RDleny |IRABAR
células, mientras que el tratamiento con NAC de las células infectadas reducen la
expresion de las Hsc70 y PDI a niveles similares a los observados en las
vellosidades de ratones del control no infectado [128]. El aumento en la expresion

de estas proteinas celulares sugiriere que la infeccion por rotavirus se beneficia de

la induccion de estrés oxidativo y de la activacion proinflamatoria en células de la
vellosidad dado que el tratamiento con NAC, AINE o agonistas PPAR-y de | os
ratones infectados por rotavirus, redujo significativamente la infeccion [129].

La dependencia de los virus de la maquinaria de traduccion celular obliga al
reclutamiento de los ribosomas para la traduccidon de sus proteinas y la inhibicion

de la defensas innatas celulares.

FARMACOS EXPERIMENTALES RELACIONADOS CON GENERACION DE
ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO (ROS)

CISPLATINO

El cisplatino se utiliza contra el cancer para el tratamiento de varios tipos de
tumores. El efecto citotéxico de cisplatino esta mediado por la generacion de
aductos de DNA nucleares (un complejo que se forma cuando el cisplatino se une
al DNA o proteinas), que, si no se repara, causan la muerte celular como
consecuencia de la replicacion del DNA y el bloqueo de la transcripcion. El dafio
oxidativo se ha observado in vivo después de la exposicion a cisplatino en varios
tejidos, sugiriendo un papel para el estrés oxidativo en la patogénesis de las
toxicidades limitantes de la dosis inducida por cisplatino [137].

Estudios en lineas celulares de cinco cancer: dos tipos de lineas celulares de
cancer de mama (MCF-7 y MDA-MB-231), dos tipos de lineas celulares de cancer
colorrectal (HT-29 y HCT-116), y de higado, carcinoma hepatocelular HepG2; en
todas las células, el consumo de oxigeno fue el primer parametro a ser afectados
por el cisplatino, ya sea casi inmediatamente después de tratamiento con
cisplatino o después de 5-6 h en el caso de células MCF-7. Las mitocondrias son
un objetivo principal de cisplatino mediada por el dafio del DNA, lo que indica que
el cisplatino se acumula en la mitocondria, se une al DNA mitocondrial (MtDNA), y
causa dafio mitocondrial. Cisplatino también activa vias de sefalizacion que
median la respuesta al dafio del DNA y la proliferacion celular como p53, MAP-
guinasas ERK 1/2, y Aktl. [138]
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DOXORRUBICINA

La Doxorrubicina (DOX) es un farmaco antitumoral utilizado en la clinica para el
tratamiento de un amplio espectro de canceres [130].

Este medicamento pertenece a la familia de las antraciclinas y es uno de los
antibiéticos antitumorales mas utilizados, aislado de diferentes especies de
Streptomyces. La citotoxicidad de la Doxorrubicina es el resultado de mdultiples
alteraciones bioquimicas en la célula como el dafio peroxidativo a la membrana
lipidica celular (peroxidacion de lipidos), la inhibicion de la funcién enzimatica, y la
intercalacion en el DNA que resulta en la inhibicion de la sintesis de
macromolécula (topoisomerasa Il) y la proliferacion celular.

La generacion de ROS por Doxorrubicina se da por mas de un mecanismo, las
enzimas productoras de ROS dentro de las mitocondrias pueden transformar DOX
en semiquinona, la reduccién de doxorrubicina por un electron a través de
reductasas mitocondriales puede generar radicales libres de semiquinona, en
condiciones aerobicas, estos son inestables y reducen rapidamente el oxigeno
molecular al anion superoxido ROS y H202. El alto nivel de ROS puede activar la
sefalizacion citotoxica que conduce al dafio del DNA, la disfunciéon mitocondrial, la
atenuacion en la sintesis de proteinas y la desregulacion de la homeostasis del
calcio intracelular.[131]

El otro mecanismo conocido es no enzimatico, donde las reacciones entre hierro y
Dox también pueden generar ROS e implica reaccién con un hierro (Fe3 +), que
produce el complejo de radicales libres Fe2 + Doxorrubicina, este Fe-DOX es
capaz de reducir el oxigeno a peroxido de hidrogeno y otros radicales libres. [132].

PEROXIDO DE HIDROGENO (H202)

El peréxido de hidrégeno es un constituyente fisioldgico de las células vivas y se

produce continuamente a través de diversas vias celulares. La concentracion

intracelular de H20: estd estrechamente controlada por varios sistemas
antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos que varia entre 1 y 700 nM.
Concentraciones de estado estacionario intracelular de H202 por encima de 1 M

causan estrés oxidativo induciendo la detencion del crecimiento y la muerte

celular. Niveles fisiolégicos de H202 pueden actuar como molécula de sefializacién

intracelular clasica en la regulacién de vias de quinasas [142].

El entorno normal reductor de la célula se preserva por la accion de las enzimas
mitocondriales que mantienen el estado reducido gracias al constante aporte de

energia. Las ROS son altamente reactivas debido a que presentan un namero

disparejo de electrones de valencia. El primer radical libre que se forma por
reducci on del oxigeno mol ec u), ayatogigdadeess ani 6n
moderada. Este, de forma espontanea o a través de la superédxido dismutasa

mitocondrial (SOD), se convierte en peroxido de hidrégeno (H202), el cual se
transforma en el radical hi dr oxi I o ( OHe ) , altamente toxi c
ROS se encuentra en los componentes de la cadena de transporte electronico:

NADPH oxidasa, xantina oxidasa, lipooxigenasa, citocromo P-450 vy
prostaglandina endoperoxido sintasa.
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Las funciones biologicas recién descubiertas atribuidos a ROS incluyen la
proliferacion, la migracion, anoikis, la supervivencia y la autofagia. Ademas, los
recientes avances en la deteccion y cuantificacion de los miembros de la familia
ROS han revelado que las diversas funciones pueden ser determinadas por la
fuente subcelular, la ubicacion y la duracién de estas moléculas dentro de la
célula. Las ROS enddgenas como peroxido de hidrogeno (H202) son moléculas
destructivas intracelulares, cuando estan en exceso [143].

ACIDO VALPROICO

El acido valpréico (VPA) es un anticonvulsivo que se utiliza comunmente para
tratar varias formas de epilepsia, también ha sido utilizado clinicamente para el
tratamiento del trastorno bipolar sin toxicidad significativa, VPA causa
hiperacetilacion de las colas N-terminales de las histonas H3 y H4 en vitro y en
vivo e inhibe la actividad de la histona desacetilasa (HDAC), mediante la unién al
centro catalitico y bloqgueando de este modo el acceso de sustrato [139]. En
células tumorales VPA por si solo tiene efecto antiproliferativo en la linea celular
de céancer gastrico escirro (OCUM-2MD3) in vitro e in vivo. VPA aumenta la
acetilacion de la histona H3, resultando en una reduccion significativa del
crecimiento tumoral mediante la induccion de p21WAF1 y apoptosis. También se
ha demostrado que el VPAinduc e | a a c e t-tubulaac[i14@.n de «
Alternamente, otro mecanismo de citotoxicidad in vitro inducida por VPA
dependiente del metabolismo, se puede atribuir al desacoplamiento inducido por
VPA al citocromo P450 y posterior liberacion de H202, la citotoxicidad in vitro
inducida por el acido valpréico dependiente del metabolismo es el resultado de la
generacion de peroxido de hidrégeno en el medio que puede cruzar facilmente la
célula, membranas y posteriormente interactdan intracelularmente con hierro para
producir el altamente reactivo radical hidroxilo [141].

DHA

El 4cido docosahexaenoico (DHA) es un &cido graso omega-3, 22 carbonos, 6
insaturaciones, los efectos de DHA son dependientes de la dosis y el tiempo de
exposicion, se ha informado a concentraciones hasta de 50 uM, DHA tiene un
efecto antioxidante y dosis entre 50 y 150 uM tendrian un efecto prooxidante [133].
Los estudios han demostrado que la acumulacién de ciertos &cidos grasos
poliinsaturados (PUFASs) conduciria a un aumento de la peroxidacion lipidica y
aumento de la formacién de hidroperoxidos de lipidos y otros productos de
degradacion de lipidos que pueden ser perjudiciales para las células del cancer.
[133]

En el entorno de células de cancer, DHA se incorpora en las membranas
mitocondriales, alterando su permeabilidad y disminuyendo el potencial de
membrana mitocondrial, acusando liberacion de citocromo C y por lo tanto el
desencadenamiento de la via apoptotica intrinseca.; las células tumorales
contienen niveles mas altos de ROS en comparacién con las células normales,
principalmente debido a su acelerado metabolismo necesario para mantener su

31



alta tasa de proliferacion; esto las hace mas susceptibles a peroxidacion,
aumentando la generacién de ROS e induciendo dafio oxidativo del DNA. Por otra
parte, DHA suprime la expresiéon de DNA-PKcs en algunas células cancerosas.
DHA inactiva MMR en algunas células de cancer via de ROS-dependiente [134].

LOSARTAN

Losartan es un medicamento antihipertensivo y antifibrético, inhibidor del receptor
de Angiotensina Il, especificamente de AT1; se sabe que la angiotensina Il actia
de forma independiente y en sinergia con TGF-beta para inducir fibrosis a traves
del receptor de angiotensina tipo 1 (AT ;) en una multitud de tejidos fuera de los
sistemas cardiovascular y renal. Se conoce que Angiotensina Il se expresa y actla

en casi todos los tejidos [151]. Aunque varios factores de pueden promover la
fibrosis, el factor de crecimiento mas pro-fibrogénico identificado en la literatura es

TGF-B 152]. LafamiliaTGF- ha si do ampli amente estudi

involucrada en una variedad de funciones celulares, tanto fisiologicas como
patolégicas y que angiotensina Il (Ang 1) regulan positivamente la
trombospondina-1 (TSP1), el activador principal del TGF-beta latente, y estimulan
el aumento de la actividad de TGF-beta [153]. Losartdn como inhibidor del
receptor de Ang Il, bloquea esta accion fibrotica.

MELATONINA

Es un derivado de triptéfano que fue el primero aislado de las glandulas pineales
bovinas. La Melatonina fue mas tarde encontrada y presente o sintetizada en
tejidos extrapineales como la retina, la glandula de Harder, el tracto
gastrointestinal, testiculos y linfocitos [148]. La melatonina es funcionalmente una
molécula diversa. La capacidad antioxidante de Melatonina ha sido bien
establecida tanto in vitro como in vivo en los ultimos 20 afios, mientras que su
propiedad pro-oxidante es observada recientemente en sistemas in vitro
(principalmente en cultivo de células cancerosas y mitocondrias aisladas), se ha
observado que Melatonina en una concentracion sérica fisiolégica (1 nM) tendria
actividad antioxidante y dosis superiores, farmacolégicas, entre (1-10 mM), (0.1—
10 uM), poseen una actividad prooxidante [149].

Melatonina funcionaria como prooxidante en las células cancerosas estimulando la
produccion de ROS mediante la activacion de fosfolipasas A2 ( PLA2 ) que son
enzimas que liberan acidos grasos del segundo grupo de carbono del glicerol, esta
accion estaria mediada por calmodulina, que conduce a la produccién de ROS
mediada por la via 5-LOX, la producciéon de ROS mediada por ETC (cadena de
transporte de electrones) en las mitocondrias ,interactuaria con el complejo
mitocondrial Il 0 el poro de transicion mitocondrial para promover ROS [149].
Ademas, se ha observado que el citocromo P450 utiliza la melatonina como
sustrato para generar ROS en las mitocondrias (concentracion de melatonina
oscila entre 0.1 y 10 uM), activando asi CuZnSOD (superéxido dismutasa zinc de
cobre) dentro del espacio intermembrana a través de la modificacion oxidativa
[150].
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METRONIDAZOL:

El metronidazol (MTZ), un derivado sintético de nitroimidazol es un farmaco anti
infeccioso contra la mayoria de los organismos anaerobios utilizado principalmente
en el tratamiento de infecciones causadas por bacterias anaerobias y protozoos
tales como la ameba. El metronidazol, es absorbido selectivamente por bacterias
anaerobias y protozoos sensibles. Una vez absorbido por los anaerobios se
reduce enzimaticamente por reaccion con ferredoxina reducida, que se genera por
oxido-reductasa de piruvato. Esta reduccion causa la produccion de productos
toxicos a las células anaerbbicas y permite la acumulacion selectiva en
anaerobios. Los metabolitos del metronidazol se absorben en el DNA bacteriano y
forman moléculas inestables. Esta funcion solo se produce cuando el metronidazol
se reduce parcialmente y debido a que esta reduccién suele ocurrir sélo en células
anaerobicas, tiene relativamente poco efecto sobre las células humanas o las
bacterias aerobias (Eisenstein y Schaechter, 2007).

Sin embargo, estudios en cultivos celulares han reportado efectos de Metronidazol
sobre células cancerosas, a favor o en contra de la viabilidad de estas células,
efectos dependientes de la concentracion y el tiempo de exposicion al farmaco.

Se reporta que metronidazol ejerce diferentes efectos en lineas celulares de
cancer de mama humanas caracterizadas por la presencia o ausencia de
receptores de estrégenos, donde sefialan que la supervivencia de las células
MCF-7 (ER-positivo) tratadas con metronidazol responden a metronidazol con

aumento significativo en la supervivencia despuésdelpr i mer dia (250

exposicion a la droga [135]. Inesperadamente, también en linea celular MCF-7 la
supervivencia se redujo significativamente después de 72 horas de exposicion a

metronidazol en la concentraci 6 n de 1 ySugdrifos gue / estds.

discrepancias pueden ser influenciados con la sefializacion de estrogenos [135].
MTZ también induce generacion de ROS en presencia de nitroreductasas (NTR)
[136]. Esto es consistente con la hipétesis de que bajo condiciones aerbbicas, en
células de mamifero las NTR podria generar superoxido y especies de oxigeno
reactivas derivadas potencialmente a través de un "ciclo de reduccion” tipo 2. El
mecanismo propuesto de ablacibn celular mediada por metronidazol-
nitroreductasas en la configuracion aerdbica de las células eucariéticas que
expresan NTR, el MTZ se reduce a un anién nitroradical mediante transferencia de
electrones a partir de NADH, este radical puede ser citotdxico e induce
directamente el dafio del DNA vy la apoptosis. Alternativamente, este radical puede
regenerarse de nuevo a metronidazol por transferencia de electrones de 02,
formando simultdneamente anion superoxido (O2-) y derivados de ROS. Esto, a
su vez, impulsa el aumento del estrés oxidativo celular y el desencadenamiento de
la muerte celular regulada [136].
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NITROFURANTOINA

La nitrofurantoina es un antibidtico redox activo comunmente utilizado para
infecciones del tracto urinario. En las bacterias susceptibles, las nitrorreductasas
convierten la nitrofurantoina en un intermediario electrofilo altamente reactivo que
ataca a los ribosomas e inhibe la sintesis de proteinas [144]. En humanos, la
toxicidad pulmonar y hepatica se han atribuido a los intermedios de oxigeno
reactivo (ROI) generados durante el ciclo redox [145]. Esto implica una
transferencia de un electron de donantes como NADPH a nitrofurantoina que
genera un anién radical nitro que, en condiciones aerdbicas, se oxida de nuevo al
compuesto original mediante oxigeno molecular [146]. Estas reacciones producen
superoxido, que a su vez se convierte en peréxido de hidrégeno (H2 O 2) y, en
presencia de metales redox-activos, radical hidroxilo que es altamente
reactivo. Estas ROI dafian macromoléculas celulares que dan como resultado la
peroxidacién lipidica y la oxidacion de proteinas y el DNA. La reduccion de un
electron de nitrofurantoina por enzimas como la reductasa del citocromo P450
genera el radical nitrofurantoina [147].
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7. DISENO METODOLOGICO

7.1 Condiciones experimentales

Los ensayos se realizaron en el laboratorio de Biologia Molecular de Virus de la
Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota. Bajo
condiciones controladas se realizaron los ensayos buscando inicialmente dar
evidencia de estrés oxidativo, hallando la concentracibn media necesaria para
inducir estrés y el tiempo necesario de incubacion sin que la célula muera.
Posteriormente, las células con estrés se infectaron para evaluar si este estado
celular influye en el proceso infeccioso. Para todos los ensayos experimentales, se
sembraron células MCF-7 y REH, aproximadamente 100.000 células por pozo en
100 pl y se infectaron con el rotavirus WT1-5, MOI: 0.3, se incubaron 37°C durante
20 minutos. Luego, se adicion6 cada farmaco de manera individual: cisplatino,
doxorrubicina, peréxido de hidrogeno, acido valpréico, DHA, losartan, melatonina,
metronidazol y nitrofurantoina. Como control se utilizaron células sin infectar y sin
tratamientos y células infectadas, pero sin tratamientos. Se incubaron a 37°C
durante 14 horas. Ilgualmente, se determind algunas sefiales de muerte en las
células infectadas. Como control todos los procedimientos se compararon con la
infeccion en células sin estrés oxidativo.

7.2 Lineas celulares

En los experimentos se utilizaron la linea celular MCF-7 ((adenocarcinoma de
mama, MCF7 ATCC® HTB-2 2 ™) REH (leucemia linfoblastica aguda, ATCC ®
CRL-8 2 8 §; "REH crece en suspension, deriva de leucemia linfocitica aguda.
Células MCF-7, linea celular de adenocarcinoma de mama humano. Las
condiciones de cultivo fueron las sugerencias dadas por la ATCC.

7.3 Cepas Rotavirales

Las cepas silvestres fueron aisladas de heces humanas por el Dr. Carlos Guerrero
de 5 nifios bogotanos. El director del proyecto trabajo durante dos afios replicando
de manera independiente cada una de las 5 cepas antes mencionadas en lineas
celulares que sobre-expresaban HSPs, con un promedio de 100 pases replicativos
sucesivos. Posteriormente el mismo investigador mezclé dichas cepas y se le
denomind WT1-5. El proceso total de replicacidon y seleccion de las cinco cepas
durd alrededor de tres afios.

7.4 Ensayos de Viabilidad Celular
La viabilidad se determino usando el ensayo de exclusion de azul tripan. A las

lineas celulares empleadas se adiciono azul Tripan al 0,25% en relacion 1:1 por un
minuto para luego lavar las mismas con PBS y evaluar en cuales de ellas entr¢ el
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colorante, dicha propiedad que se evaluo en camara de Neubauer con el objetivo
40 X. Se empleo la formula de nimero de particul as cont adas por pl
contadas/superficie contada en mm: x profundidad de la camara en mm x dilucién.

7.5 Actividad Metabdlica Celular

Para conocer si las lineas celulares MCF-7 y REH son susceptibles a la dosis de
los farmacos empleados se evalud la actividad metabdlica celular utilizando la
técnica de bromuro de 3-(4.5- dimeltiltiazol-2-yl)-2.5-difeniltetrazolio (MTT), que
mide la reduccion metabdlica del MTT intracelularmente via actividad enzimatica
por deshidrogenasas, entre las que se encuentran las que hacen parte de la
cadena transportadora de electrones, especificamente la enzima succinato
deshidrogenasa mitocondrial que participan en la cadena respiratoria y su flujo de
electrones. La cantidad de formazan presente por accion de la enzima se presume
es directamente proporcional al niumero de células viables y permite determinar la
funcionalidad mitocondrial, se mide por cambios en la absorbancia a 570 nm. Para
evaluar la reduccion del MTT en células MCF-7 y REH se trataron con cisplatino
20 uM, doxorrubicina 50 nM, peréxido de hidrogeno 12,5 uM, acido valproico 10
mM, DHA 50 uM, losartan 100 puM, melatonina 100 nM, metronidazol 1500 uM y
nitrofurantoina 200 nM, como control se utilizaron células sin farmacos. Se
incubaron a 37°C por 14 horas, se adiciono 10 pL de bromuro de 3-(4.5-
dimeltiltiazol-2-yl)-2.5-difeniltetrazolio (MTT), solucion de 5 mg/ml en PBS estéril y
se incubo6 37°C por 4 h. Pasadas las 4 horas, cada pozo se transfirio a un tubo de
1 ml, se centrifugd a 10.000 r.p.m. por 5 mtos y se le adiciono 150 uL isopropanol
(4 mM HCI+0,1% Nonidet P-40 100 ml), se procedié a dar vortex y se utilizd un
lector de ELISA (Stat Fax 303/Plus a una longitud de onda de 570 nm). El calculo
de células viables se hizo utilizando la férmula de % de supervivencia: media de
valores de densidad 6ptica de células tratadas / media de valores de densidad
Optica de células sin tratar. Los ensayos se realizaron por triplicado.

7.6 Ensayo de generacién de ROS

Un estudio anterior en nuestro laboratorio encontré6 que en enterocitos de ratén
infectados con el rotavirus ECwt se produce incremento de ROS. Por esta razoén,
se quiso identificar si este fendmeno se presenta en lineas celulares REH y MCF-7
infectadas con rotavirus WT1-5 y si al tratar las células con cisplatino,
doxorrubicina, H202, acido valpréico, DHA, losartdn, melatonina, metronidazol y
nitrofurantoina se inducia ROS y se modifica la infeccion del rotavirus. Para esto,
se utilizd el Kit Cellomics® Oxidative Stress | (Thermo scientific) que utiliza el
Dihidroetidium (DHE) y penetra en la membrana celular, permitiendo detectar
aniéon superoéxido, formando un producto fluorescente rojo, el Etidio, que se puede
detectar mediante microscopia de fluorescencia.

Para llevar a cabo el ensayo experimental, se sembraron células REH y MCF-7,
aproximadamente 100.000 células por pozo en 100 ul y se infectaron con el
rotavirus WT1-5, MOI: 0.3, se incubaron 37°C durante 20 minutos. Luego, se
adicioné cada farmaco de manera individual: cisplatino 20 uM, doxorrubicina 50
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nM, peroxido de hidrogeno 12,5 uM, acido valproico 10 mM, DHA 50 pM, losartan
100 pM, melatonina 100 nM, metronidazol 1500 puM y nitrofurantoina 200 nM.
Como control se utilizaron células sin infectar y sin tratamientos y celulas
infectadas, pero sin tratamientos. Se incubaron a 37°C durante 14 horas y
posteriormente se cosecharon y se adicioné DHE a una concentracion de 10 pM y
Hoechst (1 pg/ml) y se incubo por 30 m a 37°C en oscuridad. Posteriormente se
adiciono 100 pL de paraformaldehido al 4% y se incubo por 30 mtos mas. Las
células se cosecharon, se centrifugaron a 1500 rmp por 7 min a 12°C, se elimino
el sobrenadante, se adiciono 1000 puL de PBS para el lavado de cada pozo, se
centrifugo y retiro el PBS. Se hizo tres lavados en total, se elimin6 el PBS y se
transfirid a una lamina cubreobjetos, para su posterior analisis por microscopia de
fluorescencia convencional (VanGuard). Se tomaron diez fotografias
representativas por cada tratamiento que fueron tomadas usando el objetivo 100X
y el andlisis de las imagenes se realizo con el software Image J 1.44 Java
1.6.0_20 de 32-bit. La cuantificacion de la fluorescencia total corregida (CFCT) se
realizo a través de la formula CFCT =Densi dad i ntegrada -
de la célula x medida de la fluorescencia del area del fondo sin fluorescencia). Los
ensayos se realizaron por triplicado.

7.7 Ensayos de infectividad e Inmunocitoquimica

Para evaluar la infeccidén del rotavirus WT1-5 y relacionarla con la concentracion
de farmacos generadores de especies reactivas de oxigeno (ROS), las células
MCF-7 y REH se infectaron con el rotavirus WT1-5, MOI: 0.3. Se icubaron a 37°C
durante 20 minutos y se aplicaron 3 dosis de cada farmaco: cisplatino 40, 20y 10
pM, doxorrubicina 200, 100 y 50 nM, H202 50, 25y 12,5 pM, acido valproico 10, 5y
2.5 mM, DHA 100, 75y 50 uM, losartan 150, 100 y 50 uM, melatonina 100,50 y 25
nM, metronidazol 1500, 750 y 375 uM, nitrofurantoina 200, 100 y 50 nM. Como
control se utilizaron celulas sin infectar y sin tratamientos y celulas infectadas pero
sin tratamientos. Se incubaron a 37°C durante 14 horas y posteriormente se fijaron
con 30uL de formaldehido 4% a temperatura ambiente durante 30 minutos, se
lavaron dos veces con PBS y se resuspendieron en una solucion de PBS con 50
UL Azida Sodio 0,02% y se almacenaron a 4°C para su posterior analisis por
Inmunocitoquimica.

Para la Inmunocitoquimica, se aplicaron sobre una laminilla cubreobjetos
aproximadamente 15.000 celulas por laminilla en 15 pL, se llevaron a 50°C por 30
minutos, se flameo la lamina y se permeabilizaron con 40 pL Triton X100 al 0,1%
por 4 minutos a temperatura ambiente, se lavaron 3 veces PBS, se incubaron toda
la noche en cdmara humeda a 37°C con 40 uL Ac primario policlonal de conejo
(1:2000 ,con azida de sodio 0,02%) dirigido contra proteinas estructurales y no
estructurales del rotavirus. Se realizaron 3 lavados con PBS y se adiciono 40 pL
de Anticuerpo secundario anti-conejo IgG conjugado con HRP (0,133 pg/mL,
Santa Cruz) durante 1 hora, se lavé 3 veces con PBS y se reveld durante 1 h con
Aminoetilcarbazol 0.64 mg/ml, buffer acetato (acetato de sodio 30 mM, &cido

37

(Ar ea


http://rsbweb.nih.gov/ij/download/win32/ij144-jdk6-setup.exe
http://rsbweb.nih.gov/ij/download/win32/ij144-jdk6-setup.exe

acético 12 mM) pH 5.0 y peroxido de hidrégeno al 0.36%. ElI AEC fue preparado
previamente a una concentracion de 4 mg/ml en dimetilformamida y se realizaron
3 lavados con PBS. Se aplico a cada muestra de la lamina 8 uL glicerol al 70%, se
voltearon y se visualizaron en un microscopio de luz VanGuard con el objetivo
100X, se tomaron 10 fotografias de cada laminilla y se procedié a contar el
namero de células positivas y negativas para la coloracién. Se tomo como
positivas las células con coloracion, equivalente a los antigenos virales, células
infectadas. El porcentaje de células infectadas se realiz6 dividiendo el nUmero de
células positivas para los antigenos virales, por el total (positivas y negativas)
multiplicado por 100. Los ensayos se realizaron por triplicado. La cuantificacion se
realizé a través del programa GraphPad Prism.

Para conocer si la linea de melanoma humano A375 es susceptible a la infeccion
por rotavirus WTEW al modificar la produccion caracteristica de matriz extracelular
postadherencia en esta linea celular, para esto, se tomaron células A375 se
adhirieron o0 no a diferentes tiempos: 2 y 48 horas y se infectaron con rotavirus
WTEW (MOI:0.8); sin adherir e infectadas, infectadas y luego adheridas,
infectadas y adheridas al tiempo, finalmente, células A375 sin adherir se infectaron
y trataron con farmacos: cisplatino, metronidazol, melatonina, acido valproico y
doxorrubicina. Como control se utilizaron células sin infectar y sin tratamientos. La
infectividad viral se midio por inmunocitoquimica ya descrita.

Quisimos probar si losartan, un antagonista del receptor de la angiotensina Il
clinicamente aprobado, con notable actividad antifibrotica e inhibidor de colageno
tipo |, vuelve susceptible a la infeccion la linea celular A375 en adhesion, para
esto, las células A375 fueron tratadas con diferentes dosis de losartan 150, 100,
50, 25, 125 puM y melatonina 100 nM, se incubaron por 28 horas a 37 °C,
posteriormente se infectaron con el rotavirus WTEW a dos diferentes MOI: 0.8 y
0,4 y se incubaron por 24 horas mas, adicionalmente se tomaron células A375
adheridas y se trataron con doxorrubicina 200 nM y cisplatino 40 uM, se incubaron
por 20 minutos y se infectaron con los mismos MOI y se llevaron durante 48 horas
mas a incubacion a 37°C. Como control se utilizaron células A375 infectadas y sin
tratamientos y sin infectar pero con losartan, células de melanoma humano
adherentes SK-MEL caracteristicas de alta produccion de matriz extracelular y
células tumorales de cancer de seno adherentes MDA negativas en produccion de
matriz extracelular.Las células se permeabilizaron con metanol frio 50 pL a -20°C
por 45 minutos, se lavaron, se adiciono el Ac primario policlonal de conejo contra
rotavirus (1:1000), se dej6 durante toda la noche, se lavé con PBS, se adiciono el
de anticuerpo secundario anti-conejo IgG conjugado con HRP (1:2000) (0,133
pg/mL, Santa Cruz) durante 1 h, se lavd 3 veces con PBS y se reveld durante 1 h
con Aminoetilcarbazol 0.64 mg/ml, buffer acetato (acetato de sodio 30 mM, acido
acético 12 mM) pH 5.0 y peroxido de hidrogeno al 0.36%.se lavo y se revelo con
aminoetilcarbazol. Se lavo y se visualizé en un microscopio convencional de luz
VanGuard, objetivo 100X.Los ensayos se realizaron por triplicado.
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7.8 Ensayos de ELISA de Captura

La linea celular REH y MCF-7 se sembraron en cajas de cultivo de 96 pozos, se
infectaron o no con el rotavirus WT1-5 MOI: 0,3, las células se trataron con los
diferentes farmacos durante 12 h a 37°C. Las células se cosecharon y se lisaron
con buffer RIPA (NaCl 150 mM, NP-40 1.0%, DOC 0.5%, Tritbn 1%, Tris-HCI 50
mM, pH 8.0, concentracién final) junto con el inhibidor de proteasas PMSF 1mM
(phenylmethanesulfonylfluoride or phenylmethylsulfonyl fluoride). El lisado se
sembrd en una placa de ELISA previamente incubada con anticuerpo de captura
anti-rotavirus (1:1000) generado en cobayo e incubado durante 1h a 37 °C o toda
la noche a 4°C. La placa se bloqued con caseina al 0,5%. El lisado adicionado a la
placa se incubo por 12h a 4°C, luego se lavdé 3 veces con PBS. Se adiciono el
anticuerpo policlonal anti-rotavirus generado en cabra durante 1 h 37 °C. Se lavo
tres veces con PBS, dejando 5 minutos la placa con PBS entre cada lavado.
Finalmente se coloc6é el anticuerpo secundario anti-cabra IgG-conjugado con
peroxidasa (HRP, 0. 08 -2313) Mdurante 5 h a t34& °C.CH
sustrato empleado para revelar fue OPD (O-fenilenediamina dihidrocloruro) diluido
en buffer citrato. La absorbancia se leyé a 492 nm utilizando un lector de placas de
ELISA. El experimento se hizo por triplicado. Como control negativo se utilizd
lisado de células a las cuales no se les adiciono rotavirus.

7.9 Ensayos de Inmunofluorescencia

Para evaluar marcadores asociados a muerte celular en las células tumorales
MCF-7 y REH, se tomaron aproximadamente 100.000 células por pozo, se
sembraron en placas de 96 pozos se iinfectaron con el rotavirus WT1-5, MOI:0,3,
se incubaron a 37°C durante 20 minutos y posteriormente se trataron o no con
cisplatino 20 puM, doxorrubicina 50 nM, peréxido de hidrogeno 12,5 uM, acido
valproico 10 mM, DHA 50 pM, losartan 100 uM, melatonina 100 nM, metronidazol
1500 uM vy nitrofurantoina 200 nM, como control se utilizaron células sin infeccion y
sin tratamientos, células infectadas sin tratamientos. Las células fueron incubadas
a 37°C por 14 horas.

Las células se fijaron con formaldehido al 4% durante 20 minutos a temperatura
ambiente, luego se lavaron tres veces con PBS, se tomaron 15.000 células en 15
uL y se sembraron en laminas cubre objetos, se llevaron a 50°C por 30 minutos,
se flameo la ldmina y se permeabilizaron con 40 pL de Tritén X100 al 0,1% por 4
minutos a temperatura ambiente, se lavaron 3 veces con PBS, se incubaron
durante 1 hora en camara hiumeda con 40 pL de Anticuerpos primarios especificos
(0.2 pg/ml, Santa cruz Biotechnology, en PBS+ azida sodio 0,02%) dirigido contra
Bcl-2(conejo), BAX(raton), BID(conejo), SMAC(conejo), Citocromo C(ratén),
Caspasa 9(conejo), Caspasa 7(cabra), Caspasa 3(raton), COX4(cabra), NF-KB
fosforilado(raton), PARP clivado(raton).

Se realizaron 3 lavados con PBS y se adiciono 40 pL anticuerpo secundario
correspondiente, anti-conejo, raton y cabra, dilucién (0,133 pg/mL, Santa Cruz),
conjugados con FITC y para visualizacion del nucleo se utilizé Hoechst durante 30
minutos protegidos de la luz, se lavd 3 veces con PBS, se adiciono a cada
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muestra de la lamina 8 pL glicerol al 70%, se voltearon y se visualizaron en un
microscopio fluorescencia convencional (VanGuard) con el objetivo 100X, se
tomaron aproximadamente 10 fotografias de cada laminilla. La cuantificacion se
realiz6 a través del programa Image J utilizando la férmula de CFCT anteriormente
descrita. Los ensayos se realizaron por triplicado.

Estudios realizados en el Laboratorio de Fisiologia Molecular del Instituto de Salud
en Bogota Colombia mostraron que la linea de melanoma humano A375 en
adherencia es resistente a la infeccion y expresa los receptores para Rotavirus,
ellos hipotetizaron la probabilidad de que el rotavirus este quedando atrapado en
la matriz pericelular, por tal motivo quisimos visualizar si eso se podria estar
presentando. Para esto se tomaron células A375 adheridas y se fijaron con acido
acético durante 8 dias, para retirar el componente lipidico se empledé metanol por
15 dias cambiando cada 3 dias el medio. Se tomaron las ldminas cubre objetos
con las células y se incubaron en camara humeda durante dos dias con el
rotavirus WTEW, se lavd, y se adiciono anticuerpo primario policlonal contra
rotavirus (1:1000) y Anticuerpo primario monoclonal contra colageno tipo | (1:2000)
durante una hora, posterior a la cual se adiciono durante 20 mtos Anticuerpo
secundario: burro anti-conejo 1:1000 conjugado con FITC, raton anti-cabra 1:1000
conjugado con ficoeritrina y DAPI. Se lavo, aplico glicerol a las laminas, se
voltearon y se visualizo mediante microscopia de epifluorescencia, objetivo 40X y
60X. Como control se utilizaron células A549 de adenocarcinoma humano alveolar
basales epiteliales, adherentes y con baja produccién de matriz extracelular y se
les realizo el procedimiento anteriormente descrito. Los ensayos se realizaron por
triplicado.

7.9.1 Potencial de Membrana

La infeccion por rotavirus ha sido asociada con alteraciones celulares que
promueven la lisis celular tanto in vivo como in vitro. La forma en la que
contribuyen a los procesos de muerte celular por apoptosis y necrosis en células
infectadas por rotavirus aln se encuentran en estudio. Se conoce que la proteina
NSP4 de rotavirus estd asociada a la muerte celular producida por rotavirus al
traslocarse a la mitocondria donde interactda con proteinas residentes tales como
el traslocador de nucleétido de adenina (ANT) y el canal aniénico dependiente de
voltaje (VDAC) lo que lleva a la pérdida del potencial de membrana mitocondrial,
posterior liberacidon de citocromo c y activacion de las caspasas lo que se asocia
con muerte celular apoptoética.

Para determinar si al infectar con rotavirus y tratar las células con farmacos
asociados a generacion de ROS se altera el potencial de membrana, se utilizo el
(3) 3 , -BiHexyloxacarbocyanine iodide (DiOCB6) (Invitrogen), un marcador lipofilico,
verde fluorescente, permeable a la celula, que especificamente se acumula en la
mitocondria de células vivas cuando se usa a bajas concentraciones. El método se
basa en el principio de que la retencién de la tincién de DiOCse (3) en la mitocondria
es dependiente de potencial de membrana mitocondrial. Una disminucion en la
intensidad de fluorescencia indica decrecimiento en el potencial de membrana.
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Tambien se empleo el 7-aminoactinomycin D (7-AAD) para evaluar si el rotavirus
afecta la permeabilidad de la membrana celular. EI 7-AAD es una tincién selectiva
del DNA, es impermeable a la membrana celular y generalmente excluido de
células viables, pero que facilmente pasa a través de la membrana citoplasmatica
comprometida. Se une a DNA de doble cadena por intercalacion entre pares de
bases en regiones ricas en GC. El 7-AAD puede ser excitado en un espectro de
488 nm con el laser de argoén y un espectro de emisién de 647 nm (rojo).

Para evaluar si el Rotavirus WT1-5 durante su proceso infeccioso ocasiona
perdida de la integridad y permeabilidad de la membrana citoplasmatica y
mitocondrial, se utilizé el DIOC6 y el reactivo 7-AAD, para esto, las células REH y
MCF-7 se sembraron en placas de 48 pozos, aproximadamente 2.1 x 10 ° células
por pozo y se infectaron con el rotavirus WT1-5, MOI: 0.3, se incubaron 37°C
durante 20 min y posteriormente se trataron con cada farmaco: cisplatino 20 M,
doxorrubicina 50 nM, peréxido de hidrogeno 12,5 pM, acido valpréico 10 mM, DHA
50 pM, losartan 100 pM, melatonina 100 nM, metronidazol 1500 puM vy
nitrofurantoina 200 nM. Como control se utilizaron células sin infectar y sin
tratamiento y células infectadas, pero sin tratamientos y células sin infectar, pero
con los farmacos, las células se incubaron a 37°C durante 14 horas y
posteriormente se incubo 1 mL de suspension de células con la DIOC6 y el 7TAAD :
2.5 pL DIOC6(1 pM)+ 5 mL RPMI y 4 pl 7AAD (1000 X) + 5 mL RPMI, a 37 °C por
30 ms, protegidos de la luz; luego se centrifugo a 200g por 5 min, se removio el
sobrenadante y se resuspendieron las células en medio de cultivo fresco sin suero
y se analizaron por Citometria de Flujo.

7.9.2 Andlisis de actividad mitocondrial por técnica de resazurina

Otro método para analizar si al aplicar agentes oxidantes a la célula induce la
perdida de la funcién de la mitocondria es a través de la resazurina, un marcador
no fluorescente azul que es reducido a resofurina rosada y altamente fluorescente
por oxidoreductasas que se encuentran fundamentalmente en mitocondria de
células vivas, la resofurina es excretada al medio donde puede ser medida,
permitiendo evaluar el nimero de células viables. Se presenta disminucion de la
actividad de oxidorreductasas mitocondriales en caso de que la célula este en
muerte celular irreversible. Para evaluar la actividad de Oxido-reduccion
mitocondrial de células tumorales MCF-7 y REH infectadas con el rotavirus WT1-5
y tratadas con los farmacos, se sembraron en placas de 48 pozos 1 x 104 células,
se infectaron con el rotavirus WT1-5 MOI:0.3 , se llevaron a incubacion a 37°C
durante 30 minutos, se trataron o no con cisplatino 20 pM, doxorrubicina 50 nM,
peréxido de hidrogeno 12,5 uM, &cido valproico 10 mM, DHA 50 uM, losartan 100
MM, melatonina 100 nM, metronidazol 1500 uM vy nitrofurantoina 200 nM, como
control se utilizaron células sin infeccién y sin tratamientos y células infectadas sin
tratamientos. Las células fueron incubadas a 37°C por 10 horas. Se cosecharon a
las 10 horas, se centrifugo a 1200 rpm, durante 7 minutos a 12 °C, se elimino el
sobrenadante y se adiciono la solucion de rezasurina (0.4 puM) disuelta en 4.5 mL
MEM no suplementado precalentado a 37°C y se adiciono 100 yL a cada pozo, se
resuspendio y se incubaron por 2 horas a 37°C. Como control de la reaccion, se
utilizaron células no infectadas pero tratadas con resazurina, se centrifugo y se
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tomé el sobrenadante para lectura ABS 570 nm. Los ensayos se realizaron por
triplicado.

7.9.2 Andlisis de rupturas en el DNA por técnica de TUNEL

Para determinar los efectos citotoxicos en las lineas celulares MCF-7 y REH al
infectar las células con el rotavirus y tratarlas con farmacos relacionados con
aumento de ROS, se evaluo la fragmentacion del DNA mediante el método in situ
cell death (TUNEL, Invitrogen). Se tomaron 1 x 108 células/ml cultivadas en caja
de 48 pozos, se infectaron con el rotavirus WT1-5, MOI: 0.3, se incubaron durante
20 minutos y se trataron con: cisplatino 20 uM, doxorrubicina 50 nM, peréxido de
hidrogeno 12,5 pM, acido valproico 10 mM, DHA 50 pM, losartan 100 pM,
melatonina 100 nM, metronidazol 1500 puM vy nitrofurantoina 200 nM. Como control
se utilizaron células sin infectar y sin tratamientos, células infectadas pero sin
tratamientos y células sin infeccion pero tratadas con los farmacos, se incubaron a
37°C durante 14 horas y posteriormente se cosecharon y se fijaron con 30uL de
formaldehido 4% a temperatura ambiente durante 30 minutos, se lavaron dos
veces con PBS y se resuspendieron en una solucion de PBS con 50 yL Azida
Sodio 0,02% y se almacenaron a 4°C para su posterior analisis por
Inmunocitoquimica, técnica anteriormente descrita para evaluar el porcentaje de
infectividad y para determinar la fragmentacion del DNA se emple6 el método in
situ cell death (Kit TUNEL, Life Technologies Alexa Fluor 488 Imaging Assay)
segun instrucciones del fabricante. Los ensayos se realizaron por triplicado.
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ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos fueron analizados mediante el uso del programa GraphPad
Prism v5.0® donde se aplico la prueba de Levene con la cual se encontré que los
diferentes datos tienen una distribucion normal, posteriormente se aplicé prueba
paramétrica de ANOVA de una via y prueba de comparacion mdultiple de Tukey
donde el nivel de significancia de las pruebas estadisticas se graficaron como:
significativo*; **; *** y ns = no significativo; esta prueba aplic6 en donde se
necesitaba hallar la significancia de la cuantificacion de los resultados obtenidos.
Se aplicé una prueba t-student no pareada para determinar si hay diferencias
significativas entre la media de cada tratamiento cuando se requeria comparar
células no infectadas o solo tratadas con los farmacos vs células infectadas, e
infectadas y tratadas con los farmacos empleados.
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CONSIDERACIONES ETICAS, BIOSEGURIDAD Y RIESGO AMBIENTAL

El presente proyecto vincula a lineas celulares tumorales. Los productos derivados
del manejo de las lineas celulares y de los diferentes tratamientos momento
después de realizar los experimentos, fueron descartados en condiciones
especiales, para proteccion del personal y del medio ambiente que lo rodea,
evitando el posible contacto con otros humanos. Las agujas seran recolectadas en
contenedores rigidos de paredes imperforables (guardianes); las cajas de cultivo,
pipetas, guantes y demas material de laboratorio, fueron recolectados en bolsas
rojas de material biolégico, segun las indicaciones establecidas por el Ministerio de
la Proteccion Social (resolucion No 008430 de 1993), para finalmente ser
descartados por la empresa contratada por la Universidad Nacional para dicha
actividad.

Como producto de los ensayos realizados con rotavirus evaluado en el presente
estudio, se generaron puntas y microtubos contaminados. Estos productos se
depositaron en recipientes que contenian hipoclorito, para inactivar el virus. Luego,
fueron descartados en recipientes de plastico de sellado hermético, para
posteriormente ser entregados a la empresa contratada por la universidad para el
manejo de residuos contaminados, dando a conocer a la empresa el tipo de
residuos que se entregaba.

La manipulacion de material biologico e inorganico (plastico y vidrio), produce un
impacto de alcance local transitorio, pues contribuye a generar material de
desecho para la ciudad, que generalmente es quemado (impacto de alcance
directo sobre la capa de 0zono) o reciclado (ganancia ecoldgica). Sin embargo, el
impacto ambiental es minimo o bajo, sélo por la afectaciéon del ozono durante la
quema de desechos organicos y de incubadoras para el mantenimiento adecuado
de las muestras recolectadas.

PROPIEDAD INTELECTUAL

El grupo de investigadores respeta los principios sobre propiedad intelectual
establecidos por el acuerdo No. 35 de 2003 que expide el reglamento de
propiedad intelectual de la Universidad Nacional de Colombia definiendo la misma
como un derecho complejo de dominio especial sobre las creaciones, se expresa
del talento humano y se concede a los autores o parte de los mismos un principio
de respeto y confidencialidad sobre los hallazgos cientificos obtenidos por la
presente investigacion, asi como por el apoyo dado por la universidad generado
por esta investigacion y el apoyo de los estudiante de posgrado, futuros
investigadores, inventores y que a la vez permite a la sociedad hacer uso de sus
creaciones. La publicacion de los resultados de este proyecto se hara en una
revista de reconocida calidad cientifica nacional y/o internacional y a través de
conferencias.
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8. RESULTADOS

Generalidades

Inicialmente se realiz6 una busqueda en la literatura respecto a la concentracion
de cada uno de los farmacos en cultivos celulares. Con base en los datos hallados
se realiz6 una pequefia curva, tomando como base la concentracion de la
literatura; igualmente, la mitad de dicha concentracion o duplicando por encima de
ella. Finalmente se seleccioné la concentracion de cada uno de los farmacos que
aumentara la infeccién, aumentara las especies reactivas de oxigeno (ROS) y no
fuera tan toxico. Esta estandarizacion no se muestra en su totalidad y en su lugar
se muestran los experimentos con la concentracion que se fij6 para cada uno. No
tuvimos en cuenta el ICso porque a mayores concentraciones de algunos farmacos
(acido valproico, DHA, losartan, melatonina, nitrofurantoina), no aumentaban los
niveles de ROS y era una concentracion exageradamente alta que se aleja de la
realidad de los pacientes. Por esta razon, el criterio que predomino fue aquella
concentracion acorde con lo reportado en la literatura para experimentos en
cultivos celulares, indujera ROS y aumentase la infeccién de rotavirus. Por esto,
se trabajo con la concentracion mas baja o intermedia que cumpliera con estos
dos requisitos.

Rutinariamente el laboratorio de Biologia Molecular de Virus de la Facultad de
Medicina trabaja el rotavirus WT1-5 con MOI de 0.8, lo cual da un porcentaje de
infeccion entre 50%-70%. En este trabajo se aplicé rotavirus a un MOI de 0.3 con
el objeto de evidenciar el aumento de la infeccibn. Cuando se aplic6 un MOI
superior a 0.3 y luego los farmacos, se alcanzaba el 100% de la infeccion y no
permitia evidenciar el porcentaje real de aumento de la infeccion.

8.1 Viabilidad celular en lineas REH y MCF-7 tratadas con los diferentes
farmacos.

Para evaluar la viabilidad celular, se utilizo la técnica del MTT en células REH y
MCF-7 tratadas con cisplatino 20 uM, doxorrubicina 50 nM, peroxido de hidrogeno
12,5 uM, é&cido valproico 10 mM, DHA 50 pM, losartan 100 uM, melatonina 100
nM, metronidazol 1500 uM y nitrofurantoina 200 nM y como control, se utilizaron
células sin farmacos, se incubaron a 37°C por 14 horas, se cosecharon y se
realizé el ensayo de MTT.
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Figura 1. Reduccién de la viabilidad lineas MCF-7 y REH segln la concentracion del farmaco
empleado. Se evalud la viabilidad celular mediante la técnica del MTT en células REH y MCF-7
tratadas con los farmacos. (A, B) Cuantificacién ensayo de actividad metabdlica celular MTT
de células MCF-7 y REH tratadas durante 14 horas con cisplatino 20 uM, doxorrubicina 50 nM,
peréxido de hidrogeno 12,5 uM, acido valproico 10 mM, DHA 50 uM, losartan 100 uM, melatonina
100 nM, metronidazol 1500 uM y nitrofurantoina 200 nM y como control, se utilizaron células sin
farmacos, se incubaron a 37°C, se cosecharon a las 14 horas y se realiz6 el ensayo de MTT. Las
barras de error representan la desviacion estandar (SD) de al menos dos experimentos
independientes realizados por triplicado. La significancia se graficé de acuerdo con las siguientes
convenciones: ns= P>0.05 (no significativo); *= P< 0.001 (altamente significativo).

TABLA N°1
Disminucion % Sin Doxo Ac.Valpr Losart | Melato Metro Nitrof
Cel. Viables Ttos Y 10 mM 100puM | 100nM | 1500pM | 200nM
MCE-7 100%  20%  60% 65% 15% 15% 17% 8% 45% 11%
viables
REH 100% 22% 63% 50% 48% 50% 23% 5% 6% 40%
viables

Hubo una reduccion de la viabilidad de manera diferencial dependiendo del
farmaco utilizado, como se puede apreciar en la tabla No 1. Los resultados
muestran una toxicidad de los farmacos que se correlaciona con lo descrito en la
literatura [130 a 153].

8.2 Los niveles de ROS se modifican en lineas celulares REH y MCF-7
infectadas con el rotavirus WT1-5y tratadas con los farmacos

Se evalué si la expresiéon de ROS se moadifica en lineas celulares REH y MCF-7
infectadas con rotavirus WT1-5 (MOI 0.3) y tratadas con cisplatino, doxorrubicina,
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H202, acido valpréico, DHA, losartan, melatonina, metronidazol y nitrofurantoina,
en las concentraciones anteriormente descritas y evaluadas para viabilidad celular
con MTT. ROS se evalué mediante Dihidroetidium (DHE) y Hoescht.
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Figura 2. Se modifican los niveles de ROS con la infeccion del rotavirus WT1-5 y el
tratamiento con los farmacos en lineas celulares MCF-7 y REH. Las células fueron infectadas
con el rotavirus WT1-5 a un MOI de 0.3 vy tratadas durante 14 horas con cisplatino 20 pM,
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doxorrubicina 50 nM, peréxido de hidrogeno 12,5 uM, acido valproico 10 mM, DHA 50 uM, losartan
100 uM, melatonina 100 nM, metronidazol 1500 uM y nitrofurantoina 200 nM, como control se
utilizaron células sin infectar y sin tratar con los farmacos y células infectadas pero sin tratamiento
de farmacos Se analiz6 la presencia de ROS usando el kit Cellomics® Oxidative Stress I, si se
genera ROS en las células oxida el dihidroetidio (DHE) y lo convierte etidio que se intercala en el
DNA, generando fluorescencia (roja). (A, B) Cuantificacion a través del programa Image J de la
fluorescencia total corregida (CTCF) para ROS en células MCF-7 y REH sin infectar y tratadas
con los farmacos, (C) Fotografias representativas de células tratadas con farmacos y sin
infeccién evaluadas con DHE para ROS. (D, E) Cuantificacion del porcentaje de CTCF para
ROS en células MCF-7 y REH infectadas y tratadas con los farmacos, (F) Fotografias
representativas de células infectadas con rotavirus WT1-5, tratadas con los farmacos y evaluadas
con DHE (G, H) Cuantificacion del porcentaje de CTCF para ROS en células MCF-7 y REH
primero tratadas con los farmacos y posteriormente infectadas a un MOI 0.3, (I) Fotografias
representativas de células tratadas con farmacos y luego infectadas y evaluadas con DHE para
ROS. Las barras de error representan la desviacion estandar (SD) de al menos dos experimentos
independientes realizados por triplicado. La significancia se grafico de acuerdo con las siguientes
convenciones: ns= P>0.05 (no significativo); *= P< 0.001 (altamente significativo).

El virus por si solo logra un aumento en la generacion de ROS en las células
infectadas con WT1-5. Los tratamientos farmacoldgicos sin el virus no logran un
aumento en la produccién de ROS respecto a la del virus solo. Cuando se
compara la generacion de ROS en las células infectadas se observa que los
valores de CTCF son mayores cuando se infecta primero y luego se aplican los
farmacos, respecto a cuando se aplica primero el farmaco y luego se infecta,
sugiriendo que la infeccién de rotavirus por si solo generan ROS y este efecto se
potencia por el farmaco. La linea MCF-7 muestra mayor susceptibilidad en la
generacion de CTCF relacionada con ROS de células infectadas con el rotavirus
WT1-5 y tratadas con los farmacos. Algunas de las imagines representativas
evidencian signos de lisis celular. Es probable que, al tratar primero con el
farmaco, el remanente intracelular de este afecte el genoma del rotavirus e incida
en la generacion de ROS. Los niveles de CTCF para ROS en este grupo
experimental se observa en la tabla No 2.

8.3. Infectar células REH o MCF-7 con el rotavirus WT1-5 y luego tratarlas
con farmacos que generan ROS aumenta los porcentajes de infeccion.

Para evaluar si las lineas celulares REH y MCF-7 infectadas con el Rotavirus
WT1-5 y tratadas con los farmacos anteriormente descritos, varia la produccién de
antigenos virales, se sembraron células REH y MCF-7, 100 yL por pozo (aprox.
100.000 células por pozo) y se infectaron con el rotavirus WT1-5, MOI: 0.3. Se
incubaron a 37°C durante 20 minutos, posteriormente se trataron con 3
concentraciones de cada uno de los farmacos, se incubaron por 14 horas a 37°C y
la infectividad se evalué por Inmunocitoquimica.
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TABLA N° 3

% Infeccion Infectad Cis Doxo H202 Ac.Valpr DHA Losart Melato Metro Nitrof
(Ag.Virales) Sin Ttos 40,20,10puM 200,100,50nM 50,25,12.5 uM 10,5,25mM 100,75,50uM 150,100,501M 100,50,25nM 1500,750,375 M | 200,100,50nM
(%) %) %) (%) (%) ") i (%) ) (%)

MCE-7 30 45,25,23 90,85, 75 95,90,93 45,22,28 12,70, 85 60,55,45 85,63,20 75,60, 58 65,55, 22

REH 25 28,75,40 98,95, 73 90,89, 80 55,25,15 30, 70, 85 57,53,38 75,70,28 90, 35, 30 75,53, 40
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Figura 3. Se modifican los porcentajes de infeccion del rotavirus WT1-5 en células MCF-7 y
REH con el tratamiento de los farmacos. Las células fueron infectadas con el rotavirus WT1-5 a
un MOI de 0.3 y tratadas durante 14 horas con cisplatino 20 pM, doxorrubicina 50 nM, peréxido de
hidrogeno 12,5 pM, &cido valproico 10 mM, DHA 50 pM, losartan 100 pM, melatonina 100 nM,
metronidazol 1500 pM y nitrofurantoina 200 nM, como control se utilizaron células sin infectar y sin
tratar con los farmacos y células infectadas, pero sin tratamiento de farmacos. Se analizé la
presencia de antigenos rotavirales usando anticuerpos contra proteinas estructurales y no
estructurales de rotavirus mediante Inmunocitoquimica (coloracion rojiza).

(A, B) Cuantificacién del conteo del porcentaje de infeccion de proteinas estructurales y no
estructurales en células de las lineas MCF-7 y REH, (C) Fotografias representativas de
antigenos virales mediante Inmunocitoquimica. Las barras de error representan la desviacion
estandar (SD) de al menos dos experimentos independientes realizados por triplicado. La
significancia se graficé de acuerdo con las siguientes convenciones: ns= P>0.05 (no significativo);
*= P< 0.001 (altamente significativo).

En el grupo sin infeccidn y sin tratamientos no se registraron porcentaje de células
positivas para antigenos virales en las células MCF-7 o REH. Cuando las células
se infectaron, pero no se trataron con los farmacos, en la linea MCF-7 el
porcentaje de células positivas para antigenos virales fue del 30% y para REH del
25%. En las células infectadas y luego tratadas con las diferentes concentraciones
hubo aumento considerable de células infectadas en ambas lineas celulares como
se observa en la tabla N° 3. No se apreci6 una correlacion lineal en la
concentracion del farmaco cuando se aplico a células infectadas, sugiriendo que la
concentracion del farmaco no es determinante en generar ROS intracelularmente,
es decir, |l a generacion de ROS depende
por esto a mayor concentracion del farmaco no se genera mas ROS.

8.4. Los farmacos generadores de ROS aumentan la produccioén de viriones
en las células tumorales REH y MCF-7.
Para evaluar si las lineas celulares REH y MCF-7 infectadas con el Rotavirus

WT1-5 (MOl de 0.3) y tratadas con los farmacos anteriormente descritos,
modifican la produccién de antigenos virales y viriones infecciosos. Se sembraron
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células REH y MCF-7 y se infectaron con el rotavirus WT1-5. Posteriormente, se
trataron con cada farmaco y se cosecharon cada 2 horas desde las 0 a las 12
horas post-infeccion (h.p.i.). Las células cosechadas se centrifugaron y se separ6
el sobrenadante (fraccién extracelular) del sedimento celular. 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 razén, se aplic6 mediante diluciones seriadas el sobrenadante
o el sedimento celular (lisado mediante congelamiento y descongelamiento) de
nuevo a otro cultivo celular de MCF-7 o REH. Estas nuevas células infectadas con
el sobrenadante o el lisado celular, se cosecharon al cabo de 14 h.p.i., y los
nuevos antigenos virales se evaluaron por ELISA de Captura.

A B

2.0 MCF-7,SN. Virus WT1-5M01:0.3 L, 20 MCF-7, Intracel. Virus WT1-5, MOI:0.3  * Virus solo
w =" - -
2 = Virus solo 2 = Cisp
£ - £ {
= = Cisp = -+ Doxo
<1.5 + Doxo <1.5
S + H0, ] -H0,
8 £8
5‘3 * Ac. Val 3 * DHA
a
3210 < DHA 310 ~ Ac. Val
x5 25
'E » Losart S + Losart
" -1
0.5 + Melato §0_5 + Melato
T k]
]
5 + Metro k! +» Metro
" = . MG
0.0 i Nitrof 0.04 it} & Nitrof
) U ) ™ .6 ® ,\-Q NG N 4 1 © ® K N
h.p.i. cosecha lisado celular previo Los lisados de c/h recolectada se sembraron h.p.i. cosecha lisado celular previo
y se alas 12 h.p.i.
2.0 * 2.0 ;
. . .
. REH-SN. Virus WT1-5, MOI:0.3 « Virus solo . REM- Intracel. Virus WT1-5, MOL:0.3_s=x ‘g_"""' solo
t = Cisp 3 " Isp
s
215 + Doxo ;1 5 .« Doxo
.3 *» H0; s * H,0,
£ © Ac. Val E: « DHA
z:10 * DHA ¥n0 + Ac. Val
<8 = Losart 25 L "
] osart
fog * Melato £
g - - Metro %0.5 = Melato
-+ Nitrof & * Metro
[1 1 | E—" L 0.0 & Nitrof
] v h © L IS ° v & © b 8 W
h.p.i. cosecha lisado celular previo h.p.i. cosecha lisado celular previo
TABLA N°
Produccién de InfsCisplatine | Inf+Cisplating Virus /infiCis Inf+Doxo InfsDoxo Virus finf+Dox InfsH202 Inf+H202 Virus /Inf+H202
Ag.Viralesy somn-um(sm -lnmt-lullﬂ'cl Sobrenadante Intracelular SNelC Sobrenadante Intracelular SNeiC Sobrenadante Intracelular SNeic
Viriones 12h.pi 12 h.p.i 12h.pi 12 h.pi 12h.p.i 1zhp.i 12h.p.i 12h.p.i 1zhpi
0.609 y 0.656 1.050 1.063 1.724y1.620 1.846 1.708 3.031y2.603 1.608 1.746 2.640y2.661
(100%)
REH 0.734 y 0.611 1.092 1.017 1.487 y 1.664 1.880 1.780 2.561 y2.913 1.767 1.766 2.407 y 2.890
(100%)
roducci s Inf+ac. Valp Inf+Ac.Valp INf+DHA Inf+DHA Virus /Inf+DHA Inf+Losart InfsLosart Virus /inf+Losart
3 ¥ renadan ar Sobrenadante Intracelular Sobrenadante Intracelular SNeiC Sobrenadante Intracelular
viriones g 1zh.pi 12 h.p.i 12 h.pi 12 h.p.i 12 hp.i 12h.pi 12 h.pai 12h.pi P
MCE-7 0.609 y 0.656 1.306 1.210 2.144y1.844 1.537 2.371y2.342 1.210 1.341 1.986y2.044
(100%)
0.734 y 0.611 1.345 1.336 1.832y2.186 1.691 1.692 2.303y2.769 1.437 1.394 1.957y2.281
(100%)
Produccion de Inf+Melato Inf+Melato Virus /Inf+Melato Inf+Metro Inf+Metro Virus /Inf+Metro Inf+Nitrof Inf+Nitrof Virus /infHitrof
Ag.Virales y Sﬂbr-nldlnl(SN) !lnlritlulllllcl Sobrenadante Intracelular SlE Sobrenadante Intracelular SNeiC Sobrenadante Intracelular =k
Viriones 12h.p.i 12h.p.i 12hpi 12hpi 12h.p.i 1Zhpi 12h.p. 12h.p.i 12hp.i
MCF-7 0.609 y 0.656 1.392 1.475 2.285y2.248 1.539 1.594 2.527y2.429 1.474 1.391 2.420y2.120
(100%)
REH 0.734 y 0.611 1.592 1.593 2.168y2.607 1.743 1.717 2.374y2.810 1.569 1.494 2.137y2.445
(100%)

*Ver graficas individuales en anexos (1.1)

53



Figura 4. Se incrementa la produccién de viriones infecciosos en células MCF-7 y REH con
el tratamiento de los farmacos generadores de ROS. Se sembraron células REH y MCF-7 y se
infectaron con el rotavirus WT1-5 a un MOI de 0.3, posteriormente, se trataron con cada farmaco y
se cosecharon cada 2 horas desde las 0 a las 12 horas post-infeccion (h.p.i.). Las células
cosechadas se centrifugaron y se separ6 el sobrenadante (fraccién extracelular) del sedimento
celular. El sobrenadante contiene fundamentalmente particulas completas virales infecciosas
(viriones) e intracelularmente pueden coexistir viriones y antigenos virales no ensamblados aun en
virones. Se adicioné mediante diluciones seriadas el sobrenadante o el sedimento celular (lisado
mediante congelamiento y descongelamiento) de nuevo a otro cultivo celular de MCF-7 o REH.
Estas nuevas células infectadas con el sobrenadante o el lisado celular, se cosecharon al cabo de
14 h.p.i.,, y los nuevos antigenos virales se evaluaron por ELISA de Captura. (A, B) Curva de la
absorbancia de las 0 a las 12 h.p.i. del ELISA de Captura de células MCF-7 de las fracciones
del sobrenadante y la fraccién intracelular. (A, B) Curva de la absorbancia de las 0 alas 12 h.p.i.
del ELISA de Captura de células REH de las fracciones del sobrenadante y la fraccion
intracelular. Las barras de error representan la desviacion estandar (SD) de al menos dos
experimentos independientes realizados por triplicado. La significancia se grafic6 de acuerdo con
las siguientes convenciones: ns= P>0.05 (no significativo); *= P< 0.001 (altamente significativo).

En el sobrenadante y en la fraccion intracelular de las lineas celulares MCF-7 y
REH infectadas con el rotavirus WT1-5 y tratadas con los farmacos, se detectd un
incremento en la absorbancia del ELISA de captura, respecto a las células que no
fueron tratadas con farmacos. El aumento inicia desde las 4 h.p.i., siendo méas
notorio desde las 8 h.p.i., y el pico maximo de la curva se dio a las 12 h.p.i.

Con el objeto de conocer cuanto aumenta la infeccion en las células tratadas con
los farmacos, respecto a las células infectadas pero no tratadas, se dividié el valor
hallado en el sobrenadante o en la fraccion intracelular de las células tratadas con
farmacos por el valor encontrado en las células infectadas pero sin tratamiento con
farmacos. El valor hallado en las células no tratadas con farmacos se tomé como 1
(0 100%). Como se puede ver en la tabla 4, en todos los casos las células tratadas
con farmacos presentaron valores superiores respecto a las células no tratadas.
Los de menor aumento fueron losartan y acido valpréico y el de mayor fue la
doxorrubicina.

8.5. La infeccién por rotavirus WT1-5 en las células tumorales MCF-7 y REH
tratadas con los farmacos induce sefiales asociadas a muerte celular.

Trabajos previos del laboratorio indican que el rotavirus WT1-5 induce sefiales de
muerte [154]. En este trabajo quisimos determinar si las células infectadas y
tratadas con farmacos generadores de ROS, aumentan sefiales de muerte e
indirectamente discriminar si las mismas sefiales estan relacionadas a la actividad
inducida por los farmacos solos. Para esto, se tomaron aproximadamente 100.000
células MCF-7 y REH por pozo, se sembraron en placas de 96 pozos se
iinfectaron con el rotavirus WT1-5 (MOI: 0.3) se incubaron a 37°C durante 20
minutos y posteriormente se trataron o no durante 14 horas a 37°C con los
farmacos cisplatino, doxorrubicina, peréxido de hidrogeno, DHA, acido valpréico,
losartan, melatonina, metronidazol o nitrofurantoina. Se realizO ensayo de
inmunofluorescencia para evaluar marcadores de muerte celular como BcL-2,
BAX, BID, SMAC, citocromo C, caspasa 9,7 y 3, COX 4, NF-kB fosforilado y PARP
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clivado. Igualmente se analiz6 la modificacion de la permeabilidad de la membrana
celular y mitocondrial mediante los reactivos 3 , -8iHexyloxacarbocyanine iodide
(DIOCB6) y el 7-aminoactinomycin D (7-AAD), junto con los cambios en la actividad
de oxido-reduccion mitocondrial mediante el reactivo resazurina. Finalmente, se
evaluo la fragmentacion del DNA mediante el método in situ cell death (Kit TUNEL,
Life Technologies Alexa Fluor 488 Imaging Assay). EI DIOC6 y 7-AAD se evalu6

por Citometria de flujo y la resazurina a una absorbancia de 570 nm.

Marcadores Asociados a Muerte Celular - MCF-7
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& 40000000 mcox4
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n-S_=pp By L0
= = == - I e
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TABLA N°5
MCF-7- promedidﬁCLZtotdl BAX BID SMAC [CITOCROM{ CASP 9 CASP7| CASP3| COX4 [PARP clivgNK-kB fosforila
No Inf - No Tto 95514| 35514 15514 10514 35514| 15514 10514 10514 66444 10514 445514
Virus solo 95120| 565541| 495120 436789 1695120 865541 895120 978699 395120 10010: 695120
Cis sin Inf 208298 621830 506150 276241 228314 257225 294574 96 295054 294331 28665¢€
Cis+Virus 1036457| 1500456| 1398731 1603569 2508234| 2365250 13365200 17012458 3036457 133525 536457
Dox sin Inf 289667| 897492| 898344| 4562626 309341 303456| 10341207| 1076501 782912 661641 575590
Dox+Virus 5101280| 5511230| 4036457| 6036457 15399030| 4937610| 7001280 6036457| 15323030 110929 6136457
H202 sin Inf 234776] 1059883| 171587| 2265947 315954| 132477| 449300  282667| 3015359 193425 572402
H202+virus 106457| 1036457| 1001280 9584074 13937610| 4323030| 2036457| 3036457| 13937610 256457 366489
Ac.Val sin Inf 218299 641831 516159 256241 298319 277229 304578 322570 315058 20433 29665
Ac.Val+Virus 41280| 3312393| 3916110 4536431 10101280[ 9365217| 9565459| 13937610| 5655410 627616 506459
DHA sin Inf 569145| 237843| 1040011| 2857038 377183] 773716] 793180 3439478| 551464 363606 635970
DHA+Virus 3101280| 3712340 4516159 5036457 2098234| 10365250| 12565210| 15963467| 7389642 123521 556453
Los sin Inf 354810] 183870| 247691) 3010595 470493] 164033| 450922 444679 14249 348279 575880
Los+Virus 20645| 1096432| 1501289] 9984032 10937623| 996794|  809534|  709512| 11937606 483888 446457
Melat sin Inf 677454] 292051| 940009| 3960816 942064| 415850| 647909 586887 14249 348279 635670
Melat+Virus 136450| 1436451| 1401281| 9984079 19937613| 9323044 1036463 2036450| 15737628 296459 456489
Metro sin Inf 144416| 2091830 90386| 1320690 821715 485339 843632 2356259 508109 476157 323474
Metro+Virus 104410| 4012321| 3316159 5536901 13001280( 1365299| 11965294| 18963490| 1889300 348279 636440
Nitrof sin Inf 409654 1898234 96386 1220941 901790| 515345| 993632 2056244| 555109 406171 141493
Nitrof+Virus 94410| 3790276| 301612% 4369934 15001275| 1965348| 19965256| 11463487| 1809564 228280 526123
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Marcadores Asociados a Muerte Celular - REH
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TABLA N° 6
REH-promedios | BCL2total | BAX BID SMAC | CITOCROMO ¢ CASP 9] CASP 7| CASP 3| COX4[ PARP clivad| NK-kB fosforilad
No Inf - No Tto 55514 55514 35514 15514 15514 10114 10111 10010 36444 9514 545514
Virus solo 97120] 595541 505120 456789 705120 595541 505120 498699 405120 303010 305120
Cis sin Inf 408298 321830 706150 176241 228316 257225 294575 96| 295054 294331 286656
Cis+Virus 936457 1000456 1098731 1203569 2098234 | 11365250| 10365200 12012458| 2036457 103525 506457
Dox sin Inf 259667, 857492 848344 2262626 299341 783456 8041207 4016501 552912 231641 545590
Dox+Virus 5001280, 4911230 4036457 5936457 13399030/ 12937610 6801280 5836457 9323030 100929 2106457
H202 sin Inf 204776| 959883 151587| 2065947 305954 102477 419300 252667 255359 173425 552402
H202+virus 104410 4012321 3316159 5536901 13001280, 6365299| 11965294| 18963490| 1889300! 348279 436440
Ac.Val sin Inf 218299 641831 516159 206241 208319 277229 304578 322570 315058 204330 29665¢
Ac.Val+Virus 41280| 3312393 3916110 4536431 5101280 9365217 9565459| 13937610 5655410 627616 506459
DHA sin Inf 569145/ 237843 1040011 1557038 377183 773716 793180 1539478 551464 363606 235970
DHA+Virus 136450 1436451 1401281 9984079 19937613 10323044| 1036463 2036450| 15737628 296459 356489
Los sin Inf 354810, 183870 247691 1010595 470493 164033 450922 444679 14249 348279 575880
Los+Virus 29645| 1596432 1801289 5984032 9937623| 1296794| 1309534 1499512 9937606 303888 596457
Melat sin Inf 409654| 1898234 96386| 1220941 901790 515345 993632 2056244 555109 406171 141493
Melat+Virus 106457 1036457| 1001280 9584074 13937610| 14323030] 2036457|  3036457| 13937610 256457 366489
Metro sin Inf 144416 1091830 90386/ 1320690 821715 485339 843632 1356259 508109 476157 323474
Metro+Virus 94410| 3790276 3016125 4369934 15001275| 9965348| 19965256| 11463487| 1809564 228280 526123
Nitrof sin Inf 677454 292051 940009, 3960816 942064 415850 647909 586887 14249 348279 635670
Nitrof+Virus 3101280 3712340 4516159 5036457 2098234 12365250| 12565210 15963467| 7389642 123521 556453
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Figura 5. La infeccion por rotavirus WT1-5 en las células MCF-7 y REH tratadas con los
farmacos induce sefiales asociadas a muerte celular. Se sembraron células REH y MCF-7 y se
infectaron o no con el rotavirus WT1-5 a un MOI de 0.3, posteriormente, se trataron o no durante
14 horas a 37°C con los farmacos cisplatino, doxorrubicina, peroxido de hidrogeno, DHA, acido
valpréico, losartan, melatonina, metronidazol o nitrofurantoina. Se realiz6 ensayo de
inmunofluorescencia para evaluar marcadores de muerte celular como BcL-2, BAX, BID, SMAC,
citocromo C, caspasa 9,7 y 3, COX 4, NF-kB fosforilado y PARP clivado. (A, B) Cuantificacion de
la fluorescencia total corregida (CTCF) de los marcadores de muerte celular evaluados en
células MCF-7 y REH sin infectar y tratadas con los farmacos e infectadas y tratadas con los
farmacos, (C) Fotografias representativas de células infectadas y evaluadas por
inmunofluorescencia para marcadores de muerte celular. Las barras de error representan la
desviacion estandar (SD) de al menos dos experimentos independientes realizados por triplicado.
La significancia se grafic6 de acuerdo con las siguientes convenciones: ns= P>0.05 (no
significativo); *= P< 0.001 (altamente significativo).

De manera global, las células REH o MCF-7 no infectadas y sin farmacos
presentaron los niveles mas bajos para la CTCF de los 11 marcadores evaluados.
Esta misma tendencia se mantuvo en las células infectadas sin tratar con
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farmacos, quiza porque se utilizé un MOI bajo de 0.3. Las células tratadas con
farmacos sin infectar presentaron niveles de CTCF similares a los encontrados en
las células infectadas sin tratamiento, con excepcion de doxorrubicina. Los valores
mas altos de CTCF se encontraron en las células infectadas y tratadas con
farmacos, como se puede ver en las tablas 5y 6.

Otro método para evaluar las sefiales de muerte inducidas por la infeccion del
rotavirus WT1-5 fue analizando la integridad de la membrana citoplasmatica y
mitocondrial. Para esto, las células se infectaron con el rotavirus WT1-5 (MOI:
0,3), se trataron con los farmacos anteriormente descritos y se les adiciono el 3 , -3 '
dihexyloxacarbocyanine iodide (DiOC6) y el 7-aminoactinomycin D (7-AAD), el
analisis se realizo por Citometria de flujo.

Permanece la Permeable al

DIOC8, Excluye el 7AAD, cambio

TAAS subito, no sale
Dioce

+ +

No retiene Proteasas y
DIOC6, No Caspasas abren

. poros y dejan
deJ;AeA”gar entrar el TAAD

- - -+

+ —

DiOC6

A. 7AAD

58



CoroPucr oA

===l moene—-
e
o =
87.9 105

N
Come Pah Ca A Ty ==y

LA 1T A B A0 T ==

Camo ParcP Oy 5 A

59



Permanece la Permeable al
DIOCB, Excluye el 7AAD, cambio
TAAD stbito, no sale
DioCcs
+ -
o + +
9 No retiene Proteasas y
O ] DiOC6, No | Caspasas abren
S poros y dejan
delTaAtanl)rar entrar el 7TAAD
- - - +
C. 7AAD

MCF-7- Viabilidad I (+) DIOCS, (-) 7AAD

(-) DIOCS, (-)7AAD
100y

3 I (+) DIOCS, (+) 7AAD

> god s I (-) DIOCS, (+)7AAD

[{e]

3

a8

s 60

g

= 40

w

g

8

S5 20

8

= 0 i 4 T B "7 8 1 H | | | I | I
O N R R R P Sy

RS NI PP T & At
&
,\Q | 1 I 1

\;O sin infeccion infectadas + farmacos



TABLA N°7A

MCF-7 BASAL VIRUS CIS-SIN INF CIS+INF DOXO SIN | DOXO+ H202 AC.VALSIN | AC.VAL+
INF INF +INF INF INF

(+) DIOC4.(-)7AAD 93.4% 167% 932% 28.4% 51.7% 479% 907% 627% 829% 69.9%
(-) DIOCS, {-) 7AAD 245% 796% 0.03% 065% 142% 5.61% 1.97% 198% 212% 6.79%

(+) DIOC& (+) 7AAD 3.58% 284% 679% 70.8% 33.3% 462% 737% 17.5% 15.0% 23.3%
(-) DIOCE (+)7AAD 0.57% 0.87% 0% % 0.86% 0.33% 0.01% 0.01% 0% 0.01%
W
INF INF INF 13 +INF INF INF CON INF
(+) DIOC&,(-)7AAD 60.3% 54.7% 862% 47.1% 71.7% 49%  88.1% 53.6% 87.9% 69%

Rl Bl 1.4% 101%  2.07% 8.45% 1.04% 33.5% 2.06% 4.54% 1.547% 7.37%

(¥) DIOCE (+) 7AAD 38.3% 353% 11.7% 44.4% 273% 17.5% 9.79% 41.8% 10.5% 23.6%

(-) DIOCé (+)7AAD 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
B (+) DIOCS, (-) 7TAAD
D_ REH- Viabilidad (-) DIOCS86, (-)7AAD

100 B (+) DIOCS, (+) 7AAD
g T Il (-) DiOCs6, (+)7TAAD
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TABLA N°7B
mmmmm- o
0.01% 11.3% 37.6% 31.4%

(+) DIOCA.(-)7AAD 63.1% 48.1 % 2.4%
() DIOCS, () TAAD 0.13% 0% 0% 4.75% 0.1% 0% 3.86% 1.96% 0% 0%

(+) DIOC4 (+) 7AAD 9.72% 368% 468% 32.4% 70.4%  B829% 34.46% 63.4% 61% 65%
{-) DIOC4 (+)7AAD 0.49% 0.07% 0.23% 14.8% 27.2% 170%  25.1% 23.4% 1.47%  3.56%

DHA+ INF LOSART LOSART+ MELATO METRO METRC + NITROF
SIN INF INF +INF SIN INF INF CON INF

(+) DIOCS.(-)7AAD 82.3% 29.9% 61.5% 18.2% 28.6% 7.8% 61% 142% 79.7% 49.1%
(-) DIOCé, (-) 7AAD 0% 0% 3.7% 3.2% 0% 3.0% 0% 0% 1.54% 0.3%
(+) DIOCS (+) 7AAD 17.6% 63% 26.3% 659% 43.7% 68.1% 38.7% 85.8% 16.7%  45.8%
(-) DIOCé (+)7AAD 0.1% 7.0% 8.4% 12.7% 27.7% 21% 0.3% 0% 2.0% 3.8%
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Figura 6. La infeccion por rotavirus WT1-5 en las células MCF-7 y REH tratadas con los
farmacos induce cambios en la permeabilidad de la membrana celular y mitocondrial. Se
sembraron células REH y MCF-7 y se infectaron o no con el rotavirus WT1-5 a un MOI de 0.3,
posteriormente, se trataron durante 14 horas a 37°C con los farmacos cisplatino, doxorrubicina,
peroxido de hidrogeno, DHA, acido valproéico, losartan, melatonina, metronidazol o nitrofurantoina
y para evaluar la modificacion de la permeabilidad de la membrana celular y mitocondrial se
emple6 | os r e a c-tihexyloxacarBocyanitje iodide (DiIOC6) y el 7-aminoactinomycin D (7-
AAD, se analizaron por citometria de flujo. (A, B) Resultados Citometria de flujo de la
permeabilidad de la membrana celular y mitocondrial de los reactivos DIOC6 y 7AAD, (C, D)
Cuantificacion por el programa Image J de los porcentajes de células MCF-7 y REH positivas para
DIOC6 y 7AAD. Se muestran los resultados del promedio de dos experimentos independientes
realizados por duplicado. La significancia se graficé de acuerdo con las siguientes convenciones:
ns= P>0.05 (no significativo); *= P< 0.001 (altamente significativo).

Se encontré que en células MCF-7 y REH sin infectar y sin farmacos en su
mayoria la viabilidad esta entre el 90 y 95%, mientras que en células infectadas
sin tratamiento de farmacos, se reduce la viabilidad entre un 40 a 50%. En las
células no infectadas y tratadas con los farmacos se observa una permeabilidad
para DIOC6 entre el 55 a 60%, sugiriendo un mayor porcentaje de células viables.
Cuando las células se infectan y se tratan con los farmacos disminuye el
porcentaje (aprox.42%) de células positivas para DIOC6 y aumenta la
permeabilidad para el 7AAD (aprox.58%), sugiriendo que hay mayor niamero de
células que presentan sefiales de muerte asociados a la permeabilidad de la
membrana mitocondrial (DIOCB6) y citoplasmatica (7AAD).

Se observé mayor destruccion celular en la linea MCF-7, sugiriendo que esta linea
es mas sensible a la infeccion por rotavirus WT1-5 que la REH y el tratamiento con
los farmacos estaria produciendo mayor lisis celular. Las células destruidas son
retiradas en |l os | avados Yy qu e d alcitomeird
excluye esta poblacion porgue morfolégicamente es inviable. Sin embargo, al
evaluar la produccion de ROS, la linea MCF-7 genera mayores niveles en la CFTC
respecto a REH y también mayor produccién de antigenos virales, relacionada con
el tratamiento de los farmacos, sugiriendo una mayor susceptibilidad a la infeccion
y a las sefales de muerte respecto a REH.

Otro método para evaluar las sefiales de muerte inducidas por la infeccién del
rotavirus WT1-5 fue analizando cambios en la actividad de oxido-reduccion
mitocondrial. Para esto, se tomaron células MCF-7 y REH, se infectaron o no con
el rotavirus WT1-5 y se trataron 0 no con los farmacos anteriormente descritos, la
actividad de oxido-reduccion mitocondrial se midié por la técnica de resazurina a
una absorbancia de 570 nm.
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*Ver anexo 1.2 graficas de resazurina para MCF-7 y REH medida en absorbancia.

TABLA N°8

% Sin Inf | Virus Doxo sin Inf Ac.Valp sin Inf | DHA sin Inf Melato sin Inf
Supervivencia
MCE-7 100%  55% 80% 70% 78% 78% 70% 70% 67% 85% 77%
REH 100%  50% 70% 75% 65% 60% 20% 75% 80% 65% 63%

% Inf+Cis Inf+Doxo Inf+H202 Inf+AcVal | Inf+DHA | Inf+Losart | Inf+Melato | Inf+Metro | Inf+Nitrof
Supervivencia
MCE-7 100% 55% a5% 23% 24% 44% 30% 29% 35% 50% 45%
REH 100% 50% 45% 27% 40% 45% 35% 45% 33% 40% 30%

Figura 7. La infeccion por rotavirus WT1-5 en las células MCF-7 y REH tratadas con los
farmacos induce cambios en la actividad de éxido-reduccion mitocondrial. Se sembraron
células REH y MCF-7 y se infectaron o no con el rotavirus WT1-5 a un MOI de 0.3, posteriormente,
se trataron durante 12 horas a 37°C con los farmacos cisplatino, doxorrubicina, peréxido de
hidrogeno, DHA, &cido valproico, losartan, melatonina, metronidazol o nitrofurantoina y para
evaluar la actividad de 6xido-reduccion mitocondrial se empleé la resazurina y se midié a una
absorbancia de 570 nm. (A, B) Cuantificacion del porcentaje de supervivencia de células MCF-7 y
REH tratadas con los farmacos y sin infeccion, (C, D) Cuantificacion del porcentaje de
supervivencia de células MCF-7 y REH infectadas y tratadas con los farmacos. Las barras de error
representan la desviacién estandar (SD) de al menos dos experimentos independientes realizados
por triplicado. La significancia se grafic6 de acuerdo con las siguientes convenciones: ns= P>0.05
(no significativo); *= P< 0.001 (altamente significativo).
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En términos generales se observé que en las células donde se aplico los farmacos
y no se aplico el virus, hubo una disminucién de la actividad de oxido-reduccion
mitocondrial promedio del 25% para células MCF-7 y 30% para REH, y en las
células en las cuales se infectaron y se trataron con los fdrmacos se acentud la
disminucién de oxido-reduccion mitocondrial, asociada con una disminucién de la
supervivencia celular promedio del 62% para MCF-7 y 60% para REH. Los
resultados se observan en la tabla No 8.

También se realiz6 el ensayo del TUNEL para determinar se presentaba
fragmentacion del DNA en lineas celulares MCF-7 y REH infectadas con el
rotavirus WT1-5 y tratadas con los farmacos anteriormente descritos.
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TABLAN° 9
TUNElpromedios MCF-7 REH
No infecc,No ttos 1395 1095
Virus solo 15845 12845
Cispl sin Inf 10054 8454
Infecc+Cispl 12998 9498
Doxo sin Inf 27687 23187
Infecc+Doxo 37673 28173
H02 sin Inf 24051 18551
Inf+H202 29443 21943
Ac.Valp sin Inf 9572 7072
Inf+Ac.Valp 11554 8554
DHA sin Inf 199971 12997
Infecc+DHA 23994 20498
Losart sin Inf 5531 2570
Infecc+Losart 8478 4578
Melato sin Inf 14051 14551
Infecc+Melato 23907 16907
Metro sin Inf 259984 2005(
Infecc+Metro 36604 27104
Nitrof sin Inf 21050 21498
Infecc+Nitrof 30784 29284
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Figura 8. La infecci6on por rotavirus WT1-5 en las células MCF-7 y REH tratadas con los
farmacos induce cambios en los niveles de CTCF relacionada con fragmentacion del DNA.
Se sembraron células REH y MCF-7 y se infectaron o no con el rotavirus WT1-5 a un MOI de 0.3,
posteriormente, se trataron durante 14 horas a 37°C con los farmacos cisplatino, doxorrubicina,
peréxido de hidrogeno, DHA, acido valproico, losartan, melatonina, metronidazol o nitrofurantoina y
para evaluar la fragmentacion del DNA se empled el método in situ cell death (Kit TUNEL, Life
Technologies Alexa Flior 488 Imaging Assay). (A, B) Cuantificacién de la CTCF del ensayo del
TUNEL de células MCF-7 y REH tratadas con los farmacos y sin infeccion e infectadas y tratadas
con los farmacos, (C) Fotografias representativas de células infectadas o no y tratadas con los
farmacos y evaluadas con el Kit del TUNEL, Life Technologies Alexa Fluor 488 Imaging Assay. Las
barras de error representan la desviacion estdndar (SD) de al menos dos experimentos
independientes realizados por triplicado. La significancia se graficé de acuerdo con las siguientes
convenciones: ns= P>0.05 (no significativo); *= P< 0.001 (altamente significativo).

De manera global, la infeccion del rotavirus WT1-5 en células MCF-7 y REH
genera incremento en la cantidad de células fluorescentes y en la intensidad de
CTCF, sugiriendo una mayor adicién de dUTPs respecto a las células tumorales
no infectadas ni tratadas. Cuando se infectan y posteriormente se tratan con los
farmacos los promedios de CTCF se incrementan mas con respecto a lo que
genera el virus por si solo, doxorrubicina, DHA, melatonina, metronidazol y
nitrofurantoina, son los farmacos que incrementaron mas la CTCF. La CTCF mas
baja se observé con cisplatino, acido valproico y losartan. Los farmacos sin
infeccién generan niveles bajos de CTCF.

8.6. Los farmacos generadores de ROS no tienen el mismo efecto en lineas
de melanoma infectadas por rotavirus oncolitico

La red de colageno denso en los tumores de melanoma reduce significativamente
la penetracion y eficacia de los virus oncolitico. Un estudio realizado en el
Laboratorio de Fisiologia del Instituto Nacional de Salud por el estudiante Juan
Carlos Hernandez, bajo la direccion del investigador Luis Alberto Gomez Grosso y
en colaboracion con Carlos A Guerrero F., evidenciaron que la linea de melanoma
de raton (B16-F1) tiene susceptibilidad muy baja a infeccion por rotavirus
oncolitico WTEW (10%) y en la linea de melanoma humano (A375) no fue
susceptible a la infeccion por la misma cepa de rotavirus (2%). EI Dr. Gomez
hipotetizé que la alta cantidad de matriz extracelular que caracteriza las lineas de
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melanoma podria ser la limitante para la entrada e internalizacion del rotavirus
WTEW a las células de melanoma, especificamente, que la matriz extracelular
atrapa el rotavirus e impide el proceso de entrada a la célula.

En este trabajo se quiso conocer si la linea de melanoma humano A375 es
susceptible a la infeccién por rotavirus WTEW al modificar la produccion de matriz
extracelular post-adherencia en esta linea celular o si modifica la infeccion al tratar
las células con los farmacos generadores de ROS. Para esto, se tomaron células
A375 se adhirieron por 2 h o0 48 h y luego se infectaron con rotavirus WTEW (MOI:
0.8). lgualmente, se infectaron células no adheridas (en suspensién) y luego se
adhirieron o fueron infectadas y adheridas al tiempo. Otro grupo de células en
suspension fueron infectadas y tratadas con acido valproico, cisplatino,
doxorrubicina, melatonina o metronidazol. Como control se utilizaron células sin
infectar y sin tratamientos. La infectividad viral se midi6 mediante
inmunocitoquimica.
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Figura 9. La linea de melanoma humano A375 es susceptible a la infeccién por rotavirus
WTEW al modificar la produccion de matriz extracelular post-adherencia. Para esto, se
tomaron células A375 se adhirieron por 2 h 0 48 h y luego se infectaron con rotavirus WTEW (MOI:
0.8). Igualmente, se infectaron células no adheridas (en suspension) y luego se adhirieron o fueron
infectadas y adheridas al tiempo. Otro grupo de células en suspension fueron infectadas y tratadas
con cisplatino 20 pM, metronidazol 1500 pM, melatonina 100 nM, éacido valpréico 10 mM vy
doxorrubicina 50 nM. Como control se utilizaron células sin infectar y sin tratamientos. La
infectividad viral se midi6 por Inmunocitoquimica.Las barras de error representan la desviacion
estandar (SD) de al menos dos experimentos independientes realizados por triplicado. La
significancia se graficé de acuerdo con las siguientes convenciones: ns= P>0.05 (no significativo);
*= P< 0.001 (altamente significativo).

El porcentaje de células positivas para antigenos virales en cada grupo
experimental fue asi: no hay produccion de antigenos virales en células A375 no
infectadas, en células A375 adheridas por 48 horas e infectadas se observa un
porcentaje de células positivas para antigenos virales de 0,5%, en el grupo de
células adheridas por 2 horas e infectadas el porcentaje fue de 42%, en células no
adheridas e infectadas el porcentaje fue de 70%, células infectadas y adheridas
70%, células infectadas y adheridas al tiempo 70%, células no adheridas,
infectadas y tratadas con acido valproico 63%, cisplatino 80%, doxorrubicina 92%,
melatonina 60% y metronidazol 85%. Estos resultados sugieren que la linea
celular de melanoma si es susceptible a la infeccién, pero la cantidad de matriz
extracelular y pericelular atrapa el rotavirus impidiéndole alcanzar los receptores
celulares e infectar. Los farmacos generadores de ROS aumentaron ligeramente
el porcentaje de infeccién cuando no hay produccidén de matriz extracelular.

8.7. Alterar la matriz extracelular en la linea de melanoma humano A375 con
losartan modifica la susceptibilidad a la infeccién por rotavirus WTEW.

Se ha reportado que losartan, un farmaco utilizado como antihipertensivo y
antifibrético, antagonista del receptor de la angiotensina Il, es inhibidor TGB-1,
especificamente de su activador trombospondina 1 y por tanto del colageno tipo |,
lo cual lleva a alterar la matriz extracelular en los tumores [152,153]). Para
conocer si este farmaco hace susceptible a la infeccion la linea celular A375 de
melanoma humano en adhesion, las células A375 fueron tratadas con diferentes
dosis de losartan. Como control se utiliz6 melatonina, un farmaco no relacionado
con producir cambios en la matriz extracelular. Posteriormente, se infectaron con
el rotavirus WTEW a dos diferentes MOI: 0.8 y 0,4 y se incubaron por 24 horas.
Igualmente, otro grupo de células A375 se trataron con doxorrubicina y cisplatino y
se infectaron con los mismos MOI y se incubaron durante 48 horas. Otros
controles fueron células A375 infectadas y sin tratamientos y células no infectadas,
pero se trataron con losartan. Se evalu6 infectividad mediante Inmunocitoquimica,
en un microscopio de luz VanGuard, objetivo 100X.

Posteriormente, para visualizar si el virus estaba quedando atrapado en la matriz
pericelular, se cultivaron células A375 adheridas en laminas cubre objetos y se
fijaron con metanol acido-acético (v:iv 3:1) durante 1h a temperatura ambiente.
Para retirar el componente lipidico se empled metanol por 5 dias cambiando cada
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dia el metanol. Las células se incubaron en camara humeda durante 24 h con el
rotavirus WTEW (MOI 2). Luego, se lavo tres veces con PBS, se afiadio
anticuerpo primario contra rotavirus, generado en conejo (1:2000) y contra
coladgeno I, generado en cabra (1:1000) durante una hora a temperatura ambiente,
posteriormente el anticuerpo secundario anti-conejo y anticabra (1:3000), las
laminas, se voltearon y se visualizo en un microscopio invertido de
epifluorescencia con un objetivo de 40X (Marca Kaika)
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TABLA N° 11

LINEA A375 A375 A375 A375 A375
CELULAR Inf, Sin Inf A375 A375 A375 Losart Losart Losart

No Tratadas Cis+Inf Doxo+Inf Melato+Inf 150y 100 uM +Inf | 50y 25 M#Inf | 12.5uM +Inf
tratadas con Losart

% Infeccién
(Ag.Virales) 0% 0% 5% 80% 1% 5% 20% 99y 98% 75y80% 90a95%

C.
100 X-

Cispl+virus MOI: (

Doxo+virus

Los 12.51M+Vir MOI: 0.4L0s 12.5uM+Vir MOI:0.8 Contr.SKMEL+Vir MOI: 0.8  Contr.MDA+Vir MOI: 0.8
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Figura 10. La alteracion de la matriz extracelular en la linea de melanoma humano A375 con
losartan modifica la susceptibilidad a la infeccién por rotavirus WTEW. Para conocer si este
farmaco hace susceptible a la infeccién la linea celular A375 de melanoma humano en adhesién,
las células A375 fueron tratadas con diferentes dosis de losartdn. Como control se utilizo
melatonina, un farmaco no relacionado con producir cambios en la matriz extracelular.
Posteriormente, se infectaron con el rotavirus WTEW a dos diferentes MOI: 0.8 y 0,4 y se
incubaron por 24 horas. Igualmente, otro grupo de células A375 se trataron con doxorrubicina y
cispiatino vy se infectaron con los mismos MOI y se incubaron durante 48 horas. Como control se
utilizaron células A375 infectadas y sin tratamientos y sin infectar pero tratadas con losartan,
células de melanoma humano adherentes SK-MEL caracteristicas de alta producciéon de matriz
extracelular y células tumorales adherentes de cancer de seno MDA negativas en produccion de
matriz extracelular. Se analizé la presencia de antigenos rotavirales usando anticuerpos contra
proteinas estructurales y no estructurales de rotavirus mediante Inmunocitoquimica (coloracion
rojiza). Posteriormente, para visualizar si el virus estaba quedando atrapado en la matriz
pericelular, se cultivaron células A375 y SK-MEL adheridas en laminas cubre objetos y se fijaron
con metanol acido-acético (v:v 3:1) durante 1h a temperatura ambiente. Para retirar el componente
lipidico se empled metanol por 5 dias cambiando cada dia el metanol. Las células se incubaron en
camara humeda durante 24 horas con el rotavirus WTEW (MOI 2). Luego, se lavé tres veces con
PBS, se afiadié anticuerpo primario contra rotavirus, generado en conejo (1:2000) y contra
coladgeno |, generado en cabra (1:1000) durante una hora a temperatura ambiente, posteriormente
el anticuerpo secundario anti-conejo y anticabra (1:3000), las laminas, se voltearon y se visualiz6
en un microscopio invertido de epifluorescencia. (A) Cuantificacion del porcentaje de
infectividad en células A375 en adherencia tratadas con cisplatino, doxorrubicina,
melatonina y losartdn y evaluadas por Inmunocitoquimica. (B) Promedios del porcentaje de
infectividad en células A375 tratadas con cisplatino, doxorrubicina, melatonina y losartan. (C)
Fotografias representativas de antigenos virales en células A375 evaluado mediante
Inmunocitoquimica. (D) Fotografias representativas de la localizacién del rotavirus WTEW y
Colageno tipo | en células A375y SK-MEL evaluado mediante Inmunofluorescencia. (E) Células
A549 de adenocarcinoma humano alveolar basales epiteliales, adherentes y con baja produccion
de matriz extracelular se utilizaron como control y se les realizo el procedimiento anteriormente
descrito. Las barras de error representan la desviacién estandar (SD) de al menos dos
experimentos independientes realizados por triplicado. La significancia se graficé de acuerdo con
las siguientes convenciones: ns= P>0.05 (no significativo); *= P< 0.001 (altamente significativo).

El porcentaje de infectividad en las células A375 no tratadas con farmacos fue de
0%, similar a las células sin infectar, pero tratadas con losartan. Como control se
utilizé otra linea de melanoma humano, (SK-MEL) y se encontr6 una infeccion del
5%. Otro control fue células tumorales adherentes de cancer de seno, MDA,
susceptibles a la infeccion y con menor produccién de matriz extracelular, que
mostraron un porcentaje de infeccion del 80%. El porcentaje de infeccion en las
células A375 adheridas e infectadas y tratadas con los diferentes farmacos fue asi:
cisplatino 1%, doxorrubicina 5%, melatonina 20% vy las células A375 tratadas con
losartan el promedio de infectividad fue del 95%. Cuando se incubé el rotavirus
con células adheridas y fijadas previamente, se observo la presencia del virus
alrededor de la célula que coincide con la del colageno tipo | en células de
melanoma humano A375 y SK-MEL. En el control donde se emplearon células
A549 de adenocarcinoma humano alveolar basales epiteliales, adherentes y con
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baja produccion de matriz extracelular se observa una intensidad y distribucion de
la fluorescencia a la inversa a lo observado en los ensayos con las células de
melanoma humano A375 y SK-MEL.
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9. DISCUSION

Varios estudios han demostrado que la infeccion viral altera el equilibrio redox en
la célula y en la progresion de enfermedades inducidas por virus [1]. Se ha
informado del estrés oxidativo inducido por virus durante infecciones por VIH [2], el
virus sincitial respiratorio (VSR) [3,] virus de la influenza [4] y el VHB [5]. En nifios
con infeccidbn aguda por rotavirus se estimula la produccion de NO, se ha
demostrado que la induccion de la sobreexpresion de MnSOD se producen como
consecuencia de una mayor producciéon de ROS a través de una via que implica
citoquinas inflamatorias tales como factor de necrosis tumoral (TNF- ) o IL-1 [8] y
la activacion del factor NF-kappa B por ROS en células no tumorales de vellosidad
intestinal [10].

En este estudio se encontrd que células tumorales MCF-7 y RHE infectadas con el
rotavirus WT1-5 y tratadas con los farmacos generadores de especies reactivas de
oxigeno (ROS), cisplatino, doxorrubicina, &cido valpréico, DHA, losartan,
melatonina, metronidazol y nitrofurantoina modifican la producciéon de ROS
intracelular. Se observé que dependiendo del farmaco utilizado, hubo una
reduccion de la viabilidad de manera diferencial como se puede apreciar en la
tabla No 1. Los resultados muestran una toxicidad de los farmacos y se
correlaciona con lo descrito en la literatura [130 a 153]. Doxorrubicina (DOX), es
un quimioterapéutico, en nuestros ensayos fue el Unico farmaco que disminuye la
viabilidad en aproximadamente el 50% a la concentracion utilizada en las dos
lineas celulares. Este medicamento pertenece a la familia de los antraciclinas y es
uno de los antibiéticos antitumorales mas utilizados, aislado de diferentes especies
de Streptomyces. La citotoxicidad de la Doxorrubicina es el resultado de multiples
alteraciones bioguimicas en la célula como el dafio peroxidativo a la membrana
lipidica celular (peroxidacién de lipidos), la inhibicion de la funcion enzimética, y la
intercalacion en el DNA que resulta en la inhibicibn de la sintesis de
macromolécula (topoisomerasa Il) y la proliferacion celular.

Se observo que el virus por si solo logra un aumento en la generacion de especies
reactivas de oxigeno y que los tratamientos farmacolégicos aumentan ROS
respecto a células sin farmaco, pero no logran un aumento en la produccién de
ROS respecto a la del virus solo. Dado que el rotavirus frena la sintesis de
proteinas de la célula, es posible que esto induzca un aumento de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y al utilizar farmacos generadores de ROS se
incrementan esos niveles. Igualmente, en estas células tumorales puede estar
ocurriendo lo reportado para células no tumorales de vellocidad intestinal que se
activen citoquinas inflamatorias tales como factor de necrosis tumoral a (TNF-a) o
IL-1 y la generacion de ROS por activacion del factor NF-kappa B (10). Cuando se
compara la generacion de ROS en las células infectadas se observa que los
niveles de fluorescencia son mayores cuando se infecta primero y luego se aplican
los farmacos, respecto a cuando se aplica primero el farmaco y luego se infecta,
sugiriendo que la infeccién de rotavirus por si solo generan ROS y este efecto se
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potencia por el farmaco. La diferencia individual en los niveles de ROS que induce
cada farmaco podria estar relacionada con el mecanismo de generacién de ROS
qgue tiene cada medicamento. Otro aspecto a tener en cuenta es que, al tratar
primero con los farmacos, el remanente de estos en la célula afecte el genoma del
rotavirus e incida en la generacion de ROS. Por ejemplo, doxorrubicina presento
los niveles mas elevados de fluorescencia relacionada con generacion de ROS
cuando primero se infectd y luego se tratd con el farmaco, teniendo en cuenta el
dafio peroxidativo a la membrana lipidica celular (peroxidacion de lipidos), la
inhibicion de la funcién enzimatica, y la intercalaciéon en el DNA que resulta en la
inhibicién de la sintesis de macromolécula (topoisomerasa Il) y la proliferacion
celular son varios de los mecanismo de accidn de doxorrubicina[130]. Se
hipotetiza que su elevada citotoxicidad y sus multiples mecanismos de accion en
las células genera mas cantidad de ROS con respecto a otros farmacos que
también tienen mecanismos relacionados con generacion de ROS como es el
caso de cisplatino.

Cisplatino, no logro incrementar en gran medida los niveles de fluorescencia, es
decir, no incrementd ROS, con respecto a los otros medicamentos a pesar de ser
un agente quimioterapéutico que genera aductos en el DNA nuclear (un complejo
que se forma cuando el cisplatino se une al DNA o proteinas), que, si no se
repara, causan la muerte celular como consecuencia de la replicacion del DNA y el
bloqueo de la transcripcion.

Nuestros hallazgos confirman lo que se habia encontrado en estudios anteriores
de nuestro laboratorio en el cual se hall6 que en enterocitos de raton ICR
infectados con el rotavirus ECwt se produce incremento de ROS [12] y que el
proceso infeccioso de rotavirus esta relacionado con un ambiente celular oxidativo.
Se ha demostrado que la infeccion por rotavirus induce estrés en ER que conduce
a alteraciones en los compartimentos celulares de calcio y generacion de ROS
[59] porque la infeccion por rotavirus conduce a la alteracion de la homeostasis del
plegamiento de proteinas en el RE y una acumulacion de proteinas desplegada o
mal plegada en el lumen del RE y una alteracion en la homeostasis del calcio. La
liberacién de calcio desde el ER aumenta la generacién de ROS en mitocondria
gue conducen a la acumulacion toxica de ROS dentro del ER y las mitocondrias
[156].

En nuestro laboratorio manejamos la hipétesis de que el proceso infeccioso de
rotavirus esté relacionado con un ambiente celular oxidativo, dado que el entorno
oxidante de la luz de ER es necesario para garantizar la formacion de enlaces
disulfuro y evitar la acumulacion de proteinas desplegadas en este compartimento
[154]. Las enzimas residentes de la luz de ER contribuyen a regular el estado
redox y facilitan la formacion de enlaces disulfuro y la isomerizacion [12,154].

Cuando las células tumorales se infectaron pero no se trataron con los farmacos,
en la linea MCF-7 el porcentaje de células positivas para antigenos virales fue del
30% y para REH del 25%, mientras que en células infectadas y luego tratadas con
las diferentes concentraciones de cisplatino, doxorrubicina, perdxido de hidrogeno,
acido valproico, DHA, losartan, melatonina, metronidazol y nitrofurantoina hubo
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aumento considerable en el porcentaje de células infectadas en ambas lineas
celulares como se observa en la tabla N° 3, aproximadamente entre el 20 al 60%.
No se aprecido una correlacion lineal entre la concentracion del farmaco y el
porcentaje de infeccion, sugiriendo que la concentracién del farmaco no es
determinante en generar ROS intracelularmente, es decir, la generacion de ROS
depende de mecanismos bioquimicos del farmaco generado en la célula, no de la
concentracion del farmaco en si como generador de ROS.

De esta manera, dado que en su mayoria, los farmacos empleados se asocian con
generacion de ROS, sugiere que el virus se beneficia de este efecto para
incrementar sus antigenos virales y favorecer el proceso infeccioso en células
tumorales MCF-7 y REH. Apoyando lo encontrado en estudios previos en nuestro
laboratorio donde células infectadas con rotavirus WTEW mostro niveles de ROS
incrementados durante las h.p.i. en las lineas REH y U937 [154].

Cuando se evaluo la produccion de antigenos virales y viriones infecciosos de las
0 a las 12 h.p.i. en células MCF-7 y REH infectadas y tratadas con los farmacos
asociados a generacion de ROS, se evidencio un incremento en la produccion
tanto de antigenos virales como de viriones infecciosos siendo méas notorio a partir
de las 4 a 6 h.p.i. El tratamiento de los farmacos doxorrubicina, DHA,
metronidazol, melatonina y nitrofurantoina genero mayores incrementos en la
produccion de particulas virales infecciosas y en menor medida los farmacos
cisplatino, &cido valproico y losartan. Teniendo en cuenta los mecanismos de cada
farmaco sobre lo que se conoce respecto a la generacién de especies reactivas de
oxigeno (ROS), los resultados obtenidos se asocian a sus propiedades
individuales, como es el caso del acido valproico (VPA), un anticonvulsivo que se
utiiza comunmente para tratar varias formas de epilepsia. VPA causa
hiperacetilacidon de las colas N-terminales de las histonas H3 y H4 in vitro e in vivo
e inhibe la actividad de la histona desacetilasa (HDAC); otro mecanismo
secundario de citotoxicidad es dependiente del metabolismo, por el
desacoplamiento inducido al citocromo P450 y posterior liberacion de H202. La
generacion de peréxido de hidrégeno en el medio interactla intracelularmente con
hierro para producir el radical hidroxilo. Sin embargo, este mecanismo indirecto
puede explicar la baja capacidad para generar ROS en células MCF-7 y REH
infectadas con el rotavirus WT1-5.

Por otra parte farmacos como el acido docosahexaenoico (DHA) produjo niveles
de fluorescencia elevados relacionados con generacion de ROS en células
infectadas con rotavirus, DHA es un acido graso omega-3, 22 carbonos y 6
insaturaciones, en células de cancer, DHA se incorpora en las membranas
mitocondriales, alterando su permeabilidad y disminuyendo el potencial de
membrana mitocondrial, causando liberacion de citocromo C y por lo tanto el
desencadenamiento de la via apoptética intrinseca, las células tumorales
contienen niveles mas altos de ROS en comparacién con las células normales,
principalmente debido a su acelerado metabolismo necesario para mantener su
alta tasa de proliferacion; esto las hace mas susceptibles a peroxidacion. Siendo
DHA un farmaco con mecanismo directo de generacion de ROS, se hipotetiza
favorece mayores incrementos de ROS en células MCF-7 y REH infectadas con
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rotavirus, como se observa en la tabla 2, que favorecen el proceso infeccioso en
células tumorales y generan mayores incrementos de particulas virales y viriones
infecciosos

Para el caso de melatonina, un farmaco que también se le atribuye mecanismo de
generacion de ROS, estimula la produccion de ROS mediante la activacion de
fosfolipasas A2 ( PLA2 ) que son enzimas que liberan &cidos grasos del segundo
grupo de carbono del glicerol, esta accion estaria mediada por calmodulina, que
conduce a la produccién de ROS mediada por la via 5-LOX. La produccion de
ROS mediada por ETC (cadena de transporte de electrones) en las mitocondrias,
interactta con el complejo mitocondrial Il o el poro de transicion mitocondrial para
promover ROS [150]. Ademas, se ha observado que el citocromo P450 utiliza la
melatonina como sustrato para generar ROS en las mitocondrias (concentracion
de melatonina oscila entre 0.1 y 10 uM), activando asi CuZnSOD (superoxido
dismutasa zinc de cobre) dentro del espacio intermembrana a través de la
modificacion oxidativa [149], de esta manera melatonina contribuye con elevar
ROS intracelulares que favorecen el proceso infeccioso por rotavirus oncolitico
como se observa en la tabla 4.

Por otra parte metronidazol (MTZ) también induce generacion de ROS en
presencia de nitroreductasas (NTR). Esto es consistente con la hipotesis de que
bajo condiciones aerdbicas, en células de mamifero, NTR podria generar
superéxido y especies de oxigeno reactivas derivadas, potencialmente a través de
un "ciclo de reduccién" tipo 2. EI mecanismo propuesto de ablacion celular
mediada por metronidazol-nitroreductasa en la configuraciébn aerdbica de las
células eucaridticas que expresan NTR, el MTZ se reduce a un anion nitroradical
mediante transferencia de electrones a partir de NADH, este radical puede ser
citotéxico e induce directamente el dafio del ADN y la apoptosis. Alternativamente,
este radical puede regenerarse de nuevo a metronidazol por transferencia de
electrones de 02, formando simultdneamente anion superoxido (02-) y derivados
de ROS. Esto, a su vez, impulsa el aumento del estrés oxidativo celular y el
desencadenamiento de la muerte celular regulada, de esta manera metronidazol
podria relacionarse con mecanismos oxidativos intracelulares que favorecen el
proceso infeccioso por rotavirus oncolitico WET1-5 que producen incremento de
particulas virales y viriones infecciosos como en nuestros hallazgos.

Mientras que nitrofurantoina es un antibiético redox activo comunmente utilizado
para infecciones del tracto urinario. En humanos, la toxicidad pulmonar y hepatica
de nitrofurantoina se le ha atribuido a los intermedios de oxigeno reactivo (ROI)
generados durante el ciclo redox [146]. Esto implica una transferencia de un
electron de donantes como NADPH a nitrofurantoina que genera un anion radical
nitro que, en condiciones aerdbicas, se oxida de nuevo al compuesto original
mediante oxigeno molecular. Estas reacciones producen superoxido, que a su vez
se convierte en peroxido de hidrégeno (H202) y, en presencia de metales redox-
activos, radical hidroxilo que es altamente reactivo. Estas ROI dafan
macromoléculas celulares que dan como resultado la peroxidacién lipidica y la
oxidacion de proteinas y el DNA. De esta manera, conociendo los mecanismos de
accion de cada farmaco entendemos que la diferencia en los resultados se
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atribuye a los diferentes y variados mecanismos de generacion de ROS de cada
farmaco experimental.

En general, eeste resultado apoya la hipotesis de que cuando el rotavirus esta en
proceso de ensamblarse dentro de la célula para formar el viriron, requiere de
mecanismos oxidativos porque facilita establecer los puentes disulfuro en las
proteinas de la capside, necesarios para su estabilidad.

Trabajos previos del laboratorio indican que el rotavirus oncolitico induce sefiales
de muerte (Identificacion de marcadores de muerte celular que produce rotavirus
WTEW en lineas tumorales REH y U937, Catalina Castafio T. 2014). En este
trabajo quisimos determinar si las células MCF-7 y REH infectadas con el rotavirus
WT1-5 y tratadas con farmacos generadores de ROS, inducian sefiales de muerte
y ademas discriminar si las mismas sefales estan relacionadas a la actividad
inducida por los farmacos solos. En las células infectadas sin tratar con farmacos,
presentaron los niveles mas bajos de fluorescencia similares a las células control
(sin infectar y sin farmacos) para los marcadores asociados a muerte celular como
lo son BcL-2, BAX, BID, SMAC, citocromo C, caspasa 9,7 y 3, COX 4, y PARP
clivado, el marcador con mayor porcentaje de fluorescencia en este grupo fue para
NF-kB fosforilado. Esto se explica porque se utilizd6 un MOI bajo de 0.3. Los
valores mas altos de la fluorescencia evaluada en los 11 marcadores asociados a
muerte celular se encontraron en las células infectadas y tratadas con farmacos
como se evidencia en la figura 5. Esto se explica porque aunque en las primeras 2
a 6 horas postinfeccion, se conoce que la proteina NSP1 produce activacion de
vias de supervivencia como PI3K y NFkB con lo cual evita la muerte prematura de
la célula hospedera, [155], después de ensamblarse las TLP, la proteina NSP4 de
rotavirus esta asociada a la muerte celular producida por rotavirus al traslocarse a
la mitocondria donde interactia con proteinas residentes tales como el traslocador
de nucledtido de adenina (ANT) y el canal aniénico dependiente de voltaje (VDAC)
lo que lleva a la pérdida del potencial de membrana mitocondrial, posterior
liberacién de citocromo c y activacion de las caspasas lo que se asocia con muerte
celular apoptética [155,156].

Otro método por el cual se evalu6 sefiales de muerte en células tumorales MCF-7
y REH inducidas por la infeccién del rotavirus WT1-5 fue analizando la integridad
de la membrana citoplasmética y mitocondrial a través de los reactivos 3 ,-3'
dihexyloxacarbocyanine iodide (DiOC6) y el 7-aminoactinomycin D (7-AAD). Se
encontro que en células MCF-7 y REH sin infectar y sin farmacos en su mayoria la
viabilidad esta entre el 90 y 95%, en células infectadas sin tratamiento de
farmacos, se reduce la viabilidad entre un 50 a 40%. En las células no infectadas y
tratadas con los farmacos se observa que la mayoria son permeables para DIOC6,
sugiriendo un mayor porcentaje de ceélulas viables. Cuando las células se infectan
y se tratan con los farmacos disminuye el porcentaje de células positivas para
DIOC6 y aumenta la permeabilidad para el 7AAD, sugiriendo que hay mayor
namero de células que presentan sefiales de muerte asociados a la permeabilidad
de la membrana mitocondrial (DIOCB6) y citoplasmatica (7AAD). Observamos que
la linea MCF-7 es mas sensible a la infeccion por rotavirus WT1-5 y el tratamiento
con los farmacos genero mayor lisis celular, como se muestra en imagenes (Fig.
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3C); por esta razon, el citometro excluye esta poblacion que morfologicamente es
inviable y que posiblemente presenta un compromiso elevado de la integridad
celular. Esto se especula porque, al evaluar produccion de ROS, la linea MCF-7
genera mayores niveles en la CFTC y también mayor produccion de antigenos
virales relacionada con el tratamiento de los farmacos, lo que sugiere una mayor
susceptibilidad en esta linea a la disminucion de la supervivencia celular. Se ha
reportado que la proteina NSP4 de rotavirus puede desestabilizar membranas, lo
que podria causar perturbaciones en la mitocondria [154,155]. Estudios en nuestro
laboratorio (Identificacion de marcadores de muerte celular que produce rotavirus
WTEW en lineas tumorales REH y U937,Catalina Castafio T.) muestran que la
infeccion por rotavirus WTEW induce perdida en el potencial de membrana
mitocondrial (PPMM) que aumenta durante las h.p.i. en las células de las lineas
REH y U937.

Otro método empleado para evaluar sefiales de muerte inducidas por la infeccién
del rotavirus WT1-5 fue analizando si se presenta disminucion de la actividad de
oxido-reducciéon mitocondrial como sucede en caso de que la célula este en
muerte celular irreversible. Para esto se empled la técnica de resazurina. Se
encontré que en las células donde se aplico los farmacos y no se aplico el virus,
hubo una disminucién de la actividad de o6xido-reduccidon mitocondrial promedio
del 25% para células MCF-7 y 30% para REH, y en las células en las cuales se
infectaron y se trataron con los farmacos se acentud la disminucion de Oxido-
reduccion mitocondrial, asociada con una disminucion de la supervivencia celular
promedio del 62% para MCF-7 y 60% para REH. Los resultados se observan en la
tabla N° 8. Dado que los marcadores utilizados me permiten evaluar el potencial
de membrana mitocondrial, sugiere que el rotavirus WT1-5 podria estar causando
dafio en la mitocondria y los farmacos incrementando los niveles de ROS
(anteriormente descritos), con lo cual el virus se beneficia del aumento de ROS
mitocondrial para favorecer la infeccion y causar muerte celular.

Los ROS son conocidos por ser capaces de oxidar el DNA, una de las lesiones
gue mas se presenta después de iniciar el estrés oxidativo, se sabe que muchos
tipos de células tumorales incrementan los niveles de ROS porque tienen una
funcién importante en el inicio y progresion del cancer [5]. Sin embargo, cuando
hay excesivos niveles de ROS puede ser toxico para la célula y la puede hacer
mas susceptible a agentes exdgenos, ademas se sabe que el ataque oxidativo por
los ROS enddgenos es una fuente comun de rupturas del DNA de cadena sencilla
por la desintegracién de desoxirribosa oxidada [7]. Dado que la infeccion por
rotavirus aumenta ROS intracelular, y estos ROS se incrementan mas con el
tratamiento de los farmacos generadores de ROS, se hipotetiz6 que se podrian
estar generando lesiones en bases del DNA o rupturas del DNA de cadena
sencilla. Para lo cual se realiz6 el ensayo del TUNEL para determinar otras
sefales asociadas a muerte celular como la fragmentacion del DNA en lineas
celulares MCF-7 y REH infectadas con el rotavirus WT1-5 y tratadas con los
farmacos anteriormente descritos encontrando que la infeccion del rotavirus WT1-
5 en células MCF-7 y REH genera incremento en la cantidad de células
fluorescentes y en la intensidad de la fluorescencia relacionada con una mayor
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adicion de dUTPs respecto a las células tumorales no infectadas ni tratadas.
Cuando se infectan y posteriormente se tratan con los farmacos la fluorescencia
se incrementa mas con respecto a lo que genera el virus por si solo,
doxorrubicina, DHA, melatonina, metronidazol y nitrofurantoina, son los farmacos
incrementan mas la CTCF relacionada con adicion de dUTPs asociadas a rupturas
en el DNA, la fluorescencia mas baja se observd con cisplatino, acido valpréico y
losartan. Los farmacos sin infeccidbn generan niveles bajos de fluorescencia
dependiendo del mecanismo de muerte propio de cada farmaco. EI método
empleado nos permite sugerir que las especies reactivas de oxigeno serian uno de
mediadores de la progresion de la infeccion y la citotoxicidad del virus en células
tumorales MCF-7 y REH, dado que los marcadores evaluados nos permiten
evaluar el potencial de membrana mitocondrial, sugiere que el rotavirus WT1-5
podria estar causando dafio en la mitocondria y los farmacos incrementando los
niveles de ROS, con lo cual el virus se beneficia del aumento de ROS
mitocondrial para favorecer la produccion de particulas virales infecciosas y causar
muerte en células tumorales (figura representativa 11).

Quisimos probar si los farmacos generadores de ROS tenian el mismo efecto en
lineas tumorales de melanoma infectadas por rotavirus oncolitico. Tomamos la
linea de melanoma humano A375 para evaluar la susceptibilidad a la infeccion por
rotavirus WTEW modificando la produccion de matriz extracelular post-adherencia
en esta linea o si modifica la infeccion al tratar las células con los farmacos
generadores de ROS. Encontramos que el porcentaje de infectividad en cada
grupo experimental vario segun las condiciones del ensayo (figura 9), en células
A375 adheridas por 48 horas e infectadas se observa un porcentaje de células
positivas para antigenos virales de 0,5%, en el grupo de células adheridas por 2
horas e infectadas el porcentaje fue de 42%, y al infectar células no adheridas el
porcentaje estuvo entre 70%-92%. Estos porcentajes no varian mucho al aplicar
los farmacos. Estos resultados nos sugieren que la linea celular de melanoma si
es susceptible a la infeccion, pero la cantidad de matriz extracelular y pericelular
atrapa el rotavirus impidiéndole alcanzar los receptores celulares e infectar. Con
base a esto quisimos saber si al alterar la matriz extracelular en la linea de
melanoma humano A375 con losartan, un farmaco utilizado como antihipertensivo
y antifibrético, antagonista del receptor de la angiotensina Il, inhibidor TGB-1,
especificamente de su activador trombospondina 1 y por tanto del colageno tipo I,
lo cual lleva a alterar la matriz extracelular en los tumores [152], modifica la
susceptibilidad a la infeccion por rotavirus WTEW. El porcentaje de infectividad en
las células A375 no tratadas con farmacos fue de 0%, similar a las células sin
infectar pero tratadas con losartan. En la otra linea de melanoma humano, (SK-
MEL) se encontré una infeccién del 5%. En células tumorales adherentes de
cancer de seno, MDA, mostraron un porcentaje de infeccion del 80%. El
porcentaje de infeccion en las células A375 adheridas e infectadas y tratadas con
los diferentes farmacos fue asi: cisplatino 1%, doxorrubicina 5%, melatonina 20%
y las células A375 tratadas con losartan el promedio de infectividad por rotavirus
oncolitico fue del 95%. Adicionalmente, quisimos ver si el rotavirus estaba
guedando atrapado en la matriz pericelular de las lineas de melanoma humano
A375 y SK-MEL, encontrando que cuando se incubo el rotavirus con células
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adheridas y fijadas previamente, se observo la presencia del virus alrededor de la
célula que coincide con la del colageno tipo | en células de melanoma humano
A375 y SK-MEL como se puede ver en la figura 10 D. Dado que las lineas
tumorales de melanoma humano A375 y SK-MEL poseen abundante matriz
extracelular y expresa los receptores para rotavirus pero son resistentes a la
infeccion, sugiere que la limitante para la infeccion seria la abundante matriz
extracelular que caracteriza estas lineas y el uso previo de tratamientos
antifibréticos como losartan favorecen la infeccion por rotavirus oncolitico WTEW
en estas células tumorales. Aun cuando a losartdn no se les conoce mecanismo
de generacion de ROS, su accién se le atribuye a su mecanismo de accion
directo, siendo losartan un medicamento antihipertensivo y antifibrotico, inhibidor
del receptor de Angiotensina Il, de AT1; se sabe que la angiotensina Il actia de
forma independiente y en sinergia con TGF-beta para inducir fibrosis a través del
receptor de angiotensina tipo 1 (AT ;) en una multitud de tejidos fuera de los

sistemas cardiovascular y renal, de esta manera losartan bloquea la accion
antifibrotica que posee TGF-beta y se cree alteraria la red densa de colageno que
caracteriza las lineas de melanoma humano como lo son A375 y SK-MEL, aun se
desconoce si genere sinergia con el rotavirus y produzca efectos como los
observado en nuestro ensayo, donde al infectar con el rotavirus y posteriormente
tratar con losartan se genera un leve incremento de ROS, que no es superior a lo
observado con otros farmacos a los cuales si se les conoce mecanismos de
produccion de ROS, como se observa en las figuras 2A, 2By 2C.
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NSP4

NSPS5/2/6

Viroplasm

Figura 11. Representacion esquematica: Especies reactivas de oxigeno (ROS) como mediadores
de la progresion de la infecciéon y la citotoxicidad del rotavirus oncolitico WT1-5 en células
tumorales MCF-7 y REH. Dado que la entrada de rotavirus en la célula huésped parece ocurrir por
interacciones secuenciales entre las proteinas del viriron y diversas moléculas de la superficie
celular. Los mecanismos de entrada parecen implicar la contribucion de moléculas celulares que
tienen actividades de unién, acompafiamiento y reduccion de Oxido. La PDI que reduce la
superficie celular, puede reducir la VP5 * y VP7* que contienen disulfuro de tiol, generando en ellas
los cambios conformacionales necesarios para interacciones y entrada del rotavirus a la célula
huésped [156]. Se sugiere una conexion entre el estrés oxidativo y la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) en el cual el tratamiento con los farmacos asociados a produccién de
ROS aumentan la generacién intracelular de especies reactivas de oxigeno (ROS) que crean un
ambiente oxidativo 6ptimo para generar nuevos enlaces disulfuro en proteinas rotavirales que
conducen a favorecer la infeccién por rotavirus y posterior produccion de particulas virales y
liberacion de viriones infecciosos que infectarian nuevas células tumorales. Sin embargo, todavia
no se cuenta con la caracterizacion detallada de los mecanismos moleculares que sustentan estas
condiciones inducidas por rotavirus.

Se sugiere que el rotavirus WT1-5 podria estar causando dafio en la mitocondria, dado que la
proteina NSP4 se trasloca a la mitocondria una vez ensamblados los TLP y el tratamiento con los
farmacos que incrementan los niveles de ROS hacen mas sensible a este organulo a ataques por
ROS, las especies reactivas de oxigeno benefician la infeccion por rotavirus oncolitico y la

produccion de particulas virales infecciosas y la muerte en células tumorales.
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10. CONCLUSION

La infeccion viral por rotavirus oncolitico WT1-5 en células tumorales MCF-
7 y REH aumenta la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y
se incrementa mas cuando se aplican farmacos como doxorrubicina, DHA,
melatonina, metronidazol y nitrofurantoina. La generacion de ROS en
células MCF-7 y REH infectadas con el rotavirus WT1-5 y tratadas con los
farmacos, aumenta la produccion de particulas virales infecciosas a partir
de las 4 - 6 h.p.i., respecto a cuando se infecta y no se aplican farmacos, se
altera la permeabilidad de la membrana celular y mitocondrial, ocasiona
dafio en el DNA y aumento de marcadores de muerte celular. Estos
farmacos no tienen el mismo efecto en células que se conoce poseen altas
concentraciones de matriz extracelular, y farmacos como losartan alteran la
expresion de la matriz extracelular y facilitan la infeccion en lineas
tumorales con abundante matriz como en células de melanoma humano
A375y SK-MEL.
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11. APORTES AL CONOCIMIENTO

1. Confirma que la infeccion viral por rotavirus oncolitico, se encuentra asociado a
procesos oxido-reductores.

2. Los resultados originales de este trabajo implican que inducir ROS en células
tumorales infectadas por rotavirus aumenta el nimero de viriones, el porcentaje de
células infectadas y la muerte celular por rotavirus oncolitico. Esto no se conocia
ni esta reportado para rotavirus en células tumorales.

3. Este conocimiento original contribuye a nivel internacional, e indica que el
rotavirus oncolitico se puede utilizar en combinacion con la radioterapia o la
quimioterapia, ya que los dos tratamientos convencionales son inductores de
estrés oxidativo intracelular.
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1.1 Anexo graficas individuales técnica ELISA para las lineas MCF-7 y REH
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